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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus einer Vielzahl von Molekulen und Zellen mit der Fahigkeit
zwischen ,,selbst” und ,.fremd* zu unterscheiden. Zum einen soll es den K&rper vor den
unterschiedlichsten Krankheitserregern wie Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen schﬁtzen,
zum anderen maligne k(;rpereigene Zellen bekampfen, die aufgrund von (epi-)genetischen
Veranderungen ihre ursprﬁnglichen Eigenschaften verloren haben und somit als ,,fremd*
gelten. Die vielfaltigen Schutzmechanismen lassen sich der angeborenen oder der adaptiven
(erworbenen) Immunantwort zuordnen. Die adaptive Immunantwort lasst sich weiter

unterteilen in eine humorale und eine zellulare Komponente.

Zur angeborenen Immunantwort geh(;ren das Komplementsystem, Phagozyten, Naturliche
Killer-Zellen (NK-Zellen) und losliche Mediatoren, die eine ganze Reihe von verschiedenen
Effektormechanismen umfassen. Die Effektormechanismen werden durch verschiedene
Rezeptoren vermittelt, die keinen oder geringen allelischen Polymorphismus aufweisen. Im
Gegensatz zur adaptiven Immunantwort fuhrt die angeborene Immunantwort nicht zu einer
anhaltenden schutzenden Immunitit oder einem immunologischen Gedachtnis. Die Zellen des
angeborenen Immunsystems spielen aber bei der Auslc;sung und der anschlieBenden
Steuerung der adaptiven Immunreaktion eine entscheidende Rolle. Daruber hinaus hat die
angeborene Immunitat die Aufgabe, einer Infektion wahrend der vier bis sieben Tage, die bis

zum Einsetzen der adaptiven Immunantwort vergehen, entgegen zu treten.

Die adaptive Immunantwort basiert auf der klonalen Selektion von Lymphozyten, die eine
Vielzahl hochspezifischer Rezeptoren besitzen. Neben der Beseitigung von
Krankheitserregern fuhrt die adaptive Immunantwort zur Ausbildung eines immunologischen
Gedachtnisses, das bei einer erneuten Infektion mit dem gleichen Pathogen eine schnellere

und wirksamere Reaktion erlaubt.

Die Hauptfunktion der humoralen Immunantwort ist es, extrazellulare Mikroorganismen zu
zerstoren und die Verbreitung intrazellularer Infektionen zu verhindern. Dies wird durch
Antikorper erreicht, die von B-Lymphozyten sezerniert werden. Die loslichen Antikorper

binden an das zu bekampfende Pathogen, das daraufthin von akzessorischen Zellen und
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Molekulen des humoralen Immunsystems entfernt wird. Die Herstellung von Antik(;rpern
erfordert gew&hnlich das Eingreifen von T-Helferzellen (Th-Zellen), die spezifisch sind fur
ein Peptidfragment des Antigens, das von der B-Zelle erkannt wurde. Dies induziert eine
betrachtliche Expansion der Antigen-spezifischen B-Zellen. Anschlielen differenzieren die
klonal expandierten Nachkommen im spezialisierten Milieu des lymphatischen Gewebes zu
Antik(;rper—sezernierenden Zellen oder zu B-Gedachtniszellen. Wahrend der Differenzierung
werden durch somatische Hypermutationen in den Immunglobulingenen der variablen Region
die Antigen-bindenden Eigenschaften des Antikérpers nochmals verandert. Das kann zu
einem Verlust der Antigenbindung und zum Tod der B-Zelle fuhren oder zu einer erhohten
Affinitat des Antik(.).rpers fur dieses bestimmte Antigen und damit zur selektiven Expansion.
Bei der Selektion der Antigen-spezifischen B-Zellen spielt die Interaktion mit follikularen

dendritischen Zellen (DC) und Antigen-spezifischen Th-Zellen eine entscheidende Rolle.

Die wichtigsten Effektorzellen der zellularen Immunantwort sind die zytotoxische CD8"
Effektorzellen (Cytotoxic T Cells, CTLs), die in der Lage sind Virus-infizierte Zellen oder
Tumorzellen zu erkennen und zu zerstéren. Die CTLs erkennen dabei fremde Peptide, welche,
gebunden an MHC-Klasse-I-Molekule (MHC = Major Histocompatibility Complex,) an die
Zelloberflache transportiert worden sind. Die Lyse der betroffenen Zelle erfolgt durch
Freisetzung von Perforin und Granzym, sowie durch die Expression des Fas-Liganden, der,
indem er auf den Zielzellen an Fas bindet, deren Apoptose induziert. Unterstutzt werden die
CTLs dabei von CD4* Th-Zellen. Thl-Zellen unterstutzen die zytotoxischen
Effektorfunktionen von NK-Zellen, CD8" T-Zellen und Makrophagen. Th2-Zellen
unterstutzen hingegen die humorale Immunantwort. Diese Spezialisierung von Th1- und Th2-
Zellen wird dadurch m(;glich, dass beide Klassen von CD4" T-Zellen jeweils ihr eigenes

charakteristisches Spektrum von Zytokinen produzieren.
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1.2 Antigenprasentation

Antigenprasentierende Zellen (APCs) spielen in der Immunantwort eine entscheidende Rolle
bei der Vermittlung zwischen Antigen und Effektorzellen. Als APCs konnen Makrophagen,
B-Lymphozyten und Dendritische Zellen (DCs) dienen, wobei DCs als die potentesten APCs
gelten (Reid et al., 2000). Diesen Zelltypen gemeinsam ist neben der Expression beider
Klassen von MHC-Molekulen die Expression kostimulatorischer Oberflichenmolekule wie
B7.1 und B7.2. Das erste Signal der APC-Effektorzellen-Wechselwirkung wird durch die
Interaktion des T-Zell-Rezeptors (TCR) mit dem Peptid-Antigen-MHC-Komplex
bereitgestellt. Gemal} der ,,Zwei-Signale“-Hypothese liefern kostimulatorische Molekule das
zweite Signal, das fur die Aktivierung naiver T-Zellen notwendig ist (Bretscher, 1999). Das
Fehlen von kostimulatorischen Signalen dagegen kann bei naiven Antigen-spezifischen T-

Zellen einen Zustand dauerhafter Nicht-Reaktivitat - Anergie genannt - auslosen.

MHC-Molekule sind membranstandige Glykoproteine, die Peptide aus extrazellularen bzw.
zytosolischen Proteinen binden und sie T-Lymphozyten fur die Erkennung prasentieren.
Klassische MHC-Molekule lassen sich durch Struktur und Funktion in Klasse-I und -II
unterteilen. MHC-Klasse-I-Molekule sind auf fast allen zellkernhaltigen Vertebratenzellen zu
finden. MHC-Klasse-II-Molekule werden dagegen nur auf speziellen APCs, wie z.B. B-
Zellen, Makrophagen und DCs exprimiert. MHC-Klasse-I-Molekule bestehen aus einer in der
Membran verankerten schweren a-Kette und einer nicht verankerten leichten Kette, dem f3,-
Mikroglobulin. MHC-Klasse-II-Molekule hingegen sind Heterodimere aus schweren Ketten
(o und PB), die beide in der Membran verankert sind. Sie werden von den Genen des Major
Histocompatibility Complex (MHC) kodiert. Diese Glykoproteine werden beim Menschen als
Human Leukocyte Antigens (Becker et al.) bezeichnet. Die Gene fur die MHC-Molekule sind
in einem Cluster im Haupthistokompatibilitatskomplex auf dem kurzen Arm von Chromosom
6 angeordnet. Fur die schweren Ketten von MHC-Molekulen finden sich beim Menschen je
drei Gencluster: HLA-A, -B und -C fﬁr die Klasse I, HLA-DP, -DQ und -DR fﬁr die Klasse
II. Diese Gene zeichnen sich durch einen auBergewéhnlich starken Polymorphismus aus. Die
N-terminalen Dominen der schweren Ketten der MHC-Molekule bilden eine langliche

Furche, welche die Bindung von Peptiden uber nicht kovalente Wechselwirkungen erlaubt.

Peptide, die an MHC-Klasse-I-Molekule binden, sind in der Regel acht bis elf Aminosauren

lang, wobei die endstandige Carboxyl- bzw. Aminogruppe mehr oder weniger unabhangig
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von der Seitenkette der entsprechenden Aminosaure mit den konservierten Resten der
Pepidbindungsfurche in Wechselwirkung tritt. Die Seitenketten einiger Aminosauren
verankern das Peptid am MHC-Molekul und werden deshalb Verankerungsreste (anchor
residues) genannt. Dabel ist die Position der Ankerreste in der Peptidsequenz vom HLA-Allel
abhangig, ebenso die an dieser Position bevorzugte Art der Aminosaure. Die auf dem HLA-
Molekul ,,gegenﬁberliegenden“ Reste sind daher nicht konserviert. Die C-terminale
Aminosaure ist bei den meisten HLA-Klasse-I-Allelen ein Verankerungsrest, die N-terminale
meist nicht, dafur oft die zweite oder dritte Aminosiure vom N-Terminus aus gesehen. Es
ergibt sich also fur jedes Allel ein ,,Peptidmotiv* (Falk et al., 1991), welches Lange und
Besetzung der fur die Bindung entscheidenden Positionen eines idealen Liganden beschreibt.
Im Gegensatz zu MHC-Klasse-I-Molekulen ist die Lange der Peptide, die von MHC-Klasse-
II-Molekulen gebunden werden, nicht beschrankt. Diese Peptide sind wenigstens 13
Aminosauren lang, wobei beide Enden nicht gebunden werden. Die Bindungstaschen sind
weniger strikt, so dass es schwierig ist, ein MHC-II-spezifisches Sequenzmotiv fur die
Peptidbindung zu erkennen. Trotzdem lassen sich auch hier Bindungsmuster mit

verschiedenen allelen Formen von MHC—II—Molekﬁlen identifizieren.

Die Beladung der MHC-Molekule mit Peptiden erfolgt fur Klasse I und II auf
unterschiedlichen Wegen, die sich aus der unterschiedlichen Herkunft der Peptide ergeben.
MHC-Klasse-I-Molekule prasentieren vor allem Peptide von intrazellularen Antigenen, d.h.
gesunde Zellen prasentieren hauptsachlich Selbstantigene. Die wichtigste Rolle bei der
Herstellung der Peptide kommt dabei dem Proteasom zu, einem Multienzymkomplex.
Normalerweise werden Peptide im Rahmen des allgemeinen Proteinabbaus der Zelle
generiert, dessen Aufgabe es ist, defekte, falsch gefaltete oder unvollstandige Proteine
abzubauen (Goldberg, 2003). Proteasomen sind auch indirekt beteiligt zellulare Prozesse zu
regeln, um die Zellen an neue Konditionen anzupassen. Es konnte gezeigt werden, dass das
Proteasom nicht nur fur den Abbau zelleigener Proteine verantwortlich ist, sondern auch fur
die MHC-Klasse-I-vermittelte Antigenprasentation (Schwarz et al., 2000). Um Antigene
effizienter zu prozessieren, ersetzt die Zelle einige der konstitutiv exprimierten Untereinheiten
des Proteasoms durch so genannte ,,Immun-Untereinheiten®. Dieses neu gebildete Proteasom
wird nun Immunoproteasom genannt. Das Immunoproteasom ist in professionellen APCs
konstitutiv, bei anderen Zellen wird der Austausch der Untereinheiten durch IFN-y induziert
(Kloetzel et al., 2004). Durch diesen Austausch werden verstarkt Peptide hergestellt, die als

MHC-Klasse-I-Peptide dienen konnen. Die durch das Proteasom gebildeten Peptide gelangen
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mit Hilfe des Transportproteins TAP (Transporter associated with Antigen Processing) in das
endoplasmatische Retikulum (ER). Dort bildet sich mit Hilfe von Chaperonen der
Peptid/MHC-Komplex, der uber den sekretorischen Weg zur Membran gebracht wird, wo er
dann CDS8" T-Zellen prasentiert wird.

Peptide, die auf MHC-Klasse-II-Molekulen prasentiert werden, stammen dagegen von
exogenen Proteinen, die in das endosomale Kompartiment gelangen. Die Aufnahme eines
exogenen Proteins kann entweder unspezifisch durch Pinozytose und Phagozytose oder
spezifisch durch rezeptorvermittelte Endozytose geschehen (Watts, 1997). Die Proteine
werden in angesauerten Vesikeln durch lysosomale Proteasen abgebaut. Die sogenannte
MHC-II-assoziierte invariante Kette heftet sich im ER an neusynthetisierte MHC-Klasse-11-
Molekule und verhindert so dessen Bindung an intrazellulare Peptide und partiell gefaltete
Proteine im Lumen. Sie dirigiert die Molekule zu den angesauerten Vesikeln und wird dort
schrittweise abgebaut (Kropshofer ef al., 1997). Das MHC-II-Molekul bindet nun an ein
Peptidantigen und wird an die Zelloberflache transportiert. Dort wird der Peptid/MHC-II-
Komplex von CD4"* T-Zellen erkannt.

Die T-Zell-Rezeptoren (T cell Receptor; TCRs) sind den Immunglobulinen in der Struktur
ahnlich und werden von homologen Genen codiert. Eine T-Zelle erkennt nur eine bestimmte
Kombination aus Peptid und MHC-Molekul. Alle T-Zellen durchlaufen wihrend ihrer
Reifungsphase im Thymus zwei Arten von Selektionsprozessen, die fur die Funktionalitit der
spezifischen Immunantwort eines Individuums von entscheidender Bedeutung sind. Die
positive Selektion stellt sicher, dass alle reifen T-Zellen auf Fremdantigene antworten k(;nnen,
die von kérpereigenen MHC-Molekulen auf APCs vorgezeigt werden. Die negative Selektion
hingegen eliminiert autoreaktive T-Zellen. Erganzend kann es in der Peripherie zu einer
Inaktivierung selbstreaktiver T-Zellen durch Anergie kommen. So wird sichergestellt, dass
das zellulare Immunsystem tolerant gegenﬁber kérpereigenen antigenen Epitopen ist,

Fremdantigene aber zuverlassig erkennt.

Neben den klassischen MHC—Molekﬁlen gibt es noch ,,nicht-klassische MHC—Molekﬁle, wie
HLA-E und -G. Sie sind weniger polymorph und ihre Expression ist variabel, was ihre
exprimierte Menge auf der Zelloberflache und ihr Vorkommen in Geweben betrifft. [hnen

kommt im Allgemeinen eine besondere Rolle in der Immunabwehr zu. So bindet z.B. HLA-E

an den Rezeptor CD94:NK92A auf NK-Zellen, was zu einer Hemmung der NK-Aktivitat
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fﬁhrt, sodass normale syngene Zellen nicht einem zytotoxischen Angriff von NK-Zellen zum

Opfer fallen.

1.3 Cytomegalovirus

Das humane Cytomegalovirus (CMV), auch Humanes Herpesvirus 5 (HHVS) genannt, geh(;rt
zur Gruppe der weit verbreiteten B-Herpesviren. Alle humanen Herpesviren besitzen eine
doppelstrangige DNA und ein von einer Virushulle umgebenes Nukleokapsid aus 162
Kapsomeren (Apperley et al., 1989). Das CMV-Genom enthalt mehr als 200 bekannte Gene
und codiert ﬁber 250 strukturelle und nicht strukturelle Proteine (Chee et al., 1990). Es wurde
erstmals 1956 von Smith aus der Speicheldrﬁse und den Nieren eines Kindes isoliert (Smith,

1956).

Die Primarinfektion mit CMV verlauft meist symptomlos, es kann jedoch zu subklinischer
Hepatitis, zu einer unspezifischen Fieberreaktion, zu einem Mononukleose-ahnlichen
Krankheitsbild oder zu schweren Defekten bei pranataler Infektion des Fotus im
Zusammenhang mit Erstinfektion der Mutter kommen. Das Virus bzw. dessen Genom
persistiert meist lebenslang in latent infizierten Zellen, ohne sich zu replizieren (Bein et al.,
1993). Orte der latenten Infektion sind vor allem Monozyten und Endothelzellen. Hierbei
unterlauft das Virus die Immunabwehr des Menschen und entzieht sich damit einer
wirksamen Eliminierung durch das Immunsystem (Bailey et al., 1995). Das CMV-Genom
codiert fﬁr eine Reihe von Proteinen, die dem Virus helfen, dem Immunsystem zu entgehen,
ein Prozess, der als Immunevasion bezeichnet wird. Mindestens fﬁnf virale Proteine (US2,
US3, US6, US10 und US11) interferieren mit der HLA-restringierten Antigenprasentation
durch Inhibition von TAP-Peptidtransportern und Dislokation bzw. Abbau von HLA-
Molekﬁlen (Hewitt, 2003; Mocarski, 2002). Durch Stabilisierung der Expression des
nichtklassischen MHC-Molekuls HLA-E durch das virale UL40 sowie durch Expression des
viralen HLA-Analogs UL18 wird auch die durch NK-Zellen vermittelte Virusabwehr
beeintrachtigt. Zusatzlich kodiert CMV fur mehrere Chemokinrezeptor- und Zytokin-Analoga
(Mocarski, 2002).

CMYV kann unter bestimmten Umstanden reaktiviert werden, so z.B. bei Tumorerkrankungen,
wahrend der Schwangerschaft, bei einigen Anamien, sowie bei Suppression des

Immunsystems durch HIV oder durch zytostatische und/oder immunsuppressive Therapien.
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Trotz neuer Diagnose- und Therapieverfahren stellt die CMV-Reaktivierung bzw.
-Neuinfektion bei immunsupprimierten Patienten ein grofles Problem dar. So erkranken
40-70% dieser Patienten im Anschluss an eine Stammzelltransplantation (SCT) an CMV-
assoziierten Krankheiten (Meyers et al., 1986). Neben Infektionen der Lunge, des Magen-
Darm-Trakts und der Leber (Bombi et al., 1987; Reed et al., 1990) weist vor allem die
interstitielle Pneumonie eine sehr hohe Letalitat auf (Emanuel et al., 1988; Reed et al., 1987,
Winston et al., 1990). Insgesamt sind CMV bzw. CMV-assoziierte Krankheiten fur bis zu
25% der Todesfalle nach SCT verantwortlich (Boeckh er al., 2003), wobei das Risiko fﬁr
seronegative Transplantierte 3-5mal hoher als fur seropositive Empfanger ist, wenn CMV des

Spenders mit dem Transplantat ﬁbertragen wird (Lim et al., 2004).

Die antivirale Therapie bei Patienten nach allogener SCT erfolgt routinemaBig mit Virostatika
wie Ganciclovir (GCV) und Foscarnet, sobald CMV mittels Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) im Blut nachgewiesen werden kann. GCV ist ein Herpesvirus-spezifischer Guanosin-
Antimetabolit. Es wird durch die virale Kinase UL 97 phosphoryliert und in die virale DNA
eingebaut, was zum Abbruch oder einer deutlichen Reduzierung der viralen DNA-Synthese
wahrend der Elongation fuhrt. Allerdings zeigt GCV erhebliche Nebenwirkungen wie
Leukopenie und Thrombopenie (Crumpacker, 1996). Eine Alternative zu GCV ist Foscarnet,
ein kompetitiver Inhibitor der viralen DNA-Polymerase. Hier wird der Einsatz vor allem
durch Nierentoxitat und Hyperkaliamie limitiert (Sissons et al., 2002). Durch praemptive
Behandlung mit Virostatika konnte zwar eine Unterdrﬁckung des Virus in den ersten 100
Tagen nach Knochenmarkstransplantation erreicht werden, aber auf lange Sicht ist
Behandlung von CMV auf Grund der Nebenwirkungen weniger gut geeignet (Ljungman,

1998).
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1.4 Adoptive Immuntherapie der CMV-Infektion

Trotz der immunevasiven Mechanismen von CMV konnen im Blut gesunder Seropositiver
ein hoher prozentualer Anteil CMV-spezifischer, CD8" T-Zellen detektiert werden (Jin et al.,
2000; Kern et al., 1999). Bei Reaktivierung des latenten Virus verhindern diese eine
Ausbreitung im Wirt. Nach der Beseitigung einer akuten Virusinfektion sterben die meisten
zytotoxischen T-Zellen (Appay et al.), doch einige entwickeln sich zu Gedachtniszellen
(Reddehase, 2002). Das Phosphoprotein pp65 wurde als Hauptziel der CMV-spezifischen
CTL-Antwort identifiziert (Longmate et al., 2001; McLaughlin-Taylor et al., 1994; Wills et
al., 1996). Daneben konnte gezeigt werden, dass auch das ,,immediate early“-Protein IE1 ein
wichtiges Ziel der zellularen Immunantwort ist (Alp et al., 1991; Gyulai et al., 2000; Kern et
al., 1999). In kleineren Mengen konnen auch gegen ppl50, gB oder gH gerichtete CTLs
nachgewiesen werden (Retiere et al., 2000; Tabi et al., 2001). Das Phosphoprotein pp65 ist
eine Hauptkomponente des viralen Teguments und damit Bestandteil des Virions. pp65 kann
deshalb ohne Neusynthese unmittelbar nach Infektion prozessiert und durch HLA-Klasse-I
prasentiert werden (Reusser et al., 1991). Das Nichtstruktur-Protein IE1 wird sehr fruh und
uber den ganzen Replikationszyklus des CMV exprimiert und wird ebenfalls fruh als Antigen
prasentiert (Arrode et al., 2000).

Eine fehlende Rekonstitution der CMV-spezifischen Immunantwort nach allogener SCT ist
entscheidend fur die Entwicklung einer CMV-Erkrankung (Krause et al., 1997; Ljungman,
1995; Reusser et al., 1991; Walter et al., 1995). Die Haufigkeit CMV-spezifischer CTLs
korreliert bei Transplantationspatienten direkt mit einem positiven klinischen Verlauf
(Ljungman et al., 1985; Reusser et al., 1991), und ein adoptiver Immuntransfer nach
Transplantation mit CMV-spezifischen CTLs reduzierte signifikant die Inzidenz schwerer

CMV-Infektionen (Abb. 1.1; Riddell ef al., 1992; Walter et al., 1995).
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CMV-positiver Antigen-prasentierende
Knochenmarkspender Zellen des Spenders

Blutentnahme und dendritische Makrophagen aktivierte
Aufreinigung der PBMCs Zellen B-Zellen

Einbringen von CMV-
Antigenen durch retrovirale
Vektoren oder beladen der
APCs mit CMV-Peptiden, -
Lysaten oder rekombinanten
CMV-Antigenen

PBMCs

Nicht-T-Zellen oder T-Zellen
mit anderer Spezifitat

@ CMYV-spezifische T-Zellen Stimulation und Expansion
CMV-spezifischer CD8* und
CD4* T-Zellen durch
Kokultivierung mit APCs

G.t Expansion/Amplifikation
Gr@. CMYV-spezifischer T-Zellen

Adoptiver Transfer der CMV-
spezifischen polyklonalen T-
Zellen oder T-Zellklone.

Knochenmarkempfanger

Abb. 1.1: Schematischer Verlauf einer CMYV-spezifischen adoptiven Immuntherapie
nach Knochenmarktransplantation. Die adoptive Immuntherapie beruht auf der
Transfusion von Effektorzellen mit dem Ziel, das Immunsystem des Empfangers zu
unterstutzen. Um eine AbstoBung des Transplantats zu vermeiden, werden CMV-spezifische
T-Zellen des Knochenmarkspenders mit autologen APCs in vitro stimuliert und expandiert.
CMV-spezifische T-Zellen werden zur Prophylaxe und Behandlung Virus-assoziierter
Krankheiten eingesetzt.
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Fur eine lang andauernde Persistenz transferierter CD8* T-Zellen scheint die Anwesenheit
von CD4" T-Zellen wichtig zu sein (Walter et al., 1995). Diese sezernieren
Wachstumsfaktoren wie Interleukin 2 (IL-2) und vermitteln kostimulatorische Signale, z.B.
uber CD40/CD40L, was wiederum die Antigenprasentation und die kostimulatorische
Kapazitat von APCs erh&ht (Sarawar et al., 2001; Schoenberger et al., 1998). Es konnte
gezeigt werden, dass eine Abnahme der CMV-Antwort der infundierten CTLs besonders bei
Patienten auftrat, bei denen keine CMV-spezifischen CD4" T-Zellen nachgewiesen werden
konnten (Walter et al., 1995). Dagegen fuhrt die gemeinsame Infusion CD8" und CD4" T-
Zellen zu einer starken und lang anhaltenden CMV-spezifischen Zytotoxizitat (Heslop et al.,
1996; Walter et al., 1995). Der ausschlieBliche Transfer von CMV-spezifischen CD4" T-
Zellen fuhrte zur Expansion CMV-spezifischer CD8" T-Zellen, wenn der Patient bereits
Vorlauferzellen besal3 (Einsele et al., 2002b).

Fur die Generierung CMV-spezifischer CD8" und CD4" T-Zellen aus seropositiven Spendern
durch Stimulation der mononuklearen Zellen des Blutes (PBMCs) mit APCs sind
verschiedene Methoden beschrieben worden. Die Verwendung autologer, CMV-infizierter
Fibroblasten eignet sich zwar prinzipiell zur Generierung Virus-spezifischer T-Zellen in vitro
(Borysiewicz et al., 1983; Walter et al., 1995), weist aber auch Nachteile auf, da es sich bei
Fibroblasten nicht um professionelle APCs handelt. Sie exprimieren nur begrenzt HLA-
Klasse-I-Molekule. MHC-Klasse-II- und Zelladhasionsmolekule werden dagegen erst nach
Behandlung mit IFN-y - und dann nur schwach - exprimiert. Eine andere Methode verwendet
EBV-transformierte LCLs, in denen durch retrovirale Vektoren pp65 zur Expression gebracht
wird (Sun et al., 2000 1999). Ein Hauptproblem hier ist die schlechte Transduzierbarkeit von
B-Zellen. Die Verwendung rekombinanter Viren, die Antigene in DCs oder CD40-B-Blasten
einbringen (Bonini ef al., 2001; Hamel et al., 2002; Keever-Taylor et al., 2001) ist zwar
méglich, scheint aber weniger interessant durch die Verwendung von infektiosen Vaccinia-
oder Influenzaviren . Erfolgversprechend ist dagegen die Verwendung von DCs, die entweder
mit CMV-Peptiden (Kleihauer et al., 2001; Szmania et al., 2001; Vannucchi et al., 2001) oder
Lysaten aus CMV-infizierten Zellen oder mit rekombinanten CMV-Antigen (Einsele et al.,
2002a; Peggs et al., 2001) beladen werden. Die Zahl der aus Monozyten generierten DCs ist
allerdings beschrankt durch die Zahl der im peripheren Blut vorhandenen Monozyten.
Auflerdem ist ihre Anwendung an die koordinierte Ausfﬁhrung eines mehrstufigen

Kultivierungsprotokolls zur Ausdifferenzierung der DC gebunden. In dieser Hinsicht hat die

10



Einleitung

Verwendung von aktivierten B-Zellen groBe Vorteile, da sie leicht in gr(;Berer Zahl aus

peripheren Blut isoliert und in vitro einach ampifiziert werden konnen.

1.5 Adoptive Immuntherapie gegen Epstein-Barr-Virus

ﬁber 95% der gesunden Erwachsenen sind mit Epstein-Barr-Virus (EBV) infiziert. Die
Infektion findet meist im Kindesalter durch Aufnahme uber die oralen Schleimhiute statt und
verlauft zumeist symptomfrei. Bei einer Primarinfektion im Jugendlichen- oder
Erwachsenenalter kommt es in bis zu 50% der Falle (Faulkner et al., 2000) zur infekti(;sen
Mononukleose (,,Pfeiffersches Drﬁsenfieber“), die durch Lymphoproliferation und allgemeine
Entzﬁndungserscheinungen gekennzeichnet ist. Nach Abheilung der Mononukleose oder nach
symptomloser Primarinfektion persistiert bei gesunden Seropositiven das Virus in B-Zellen

des peripheren Blutes.

EBV geh(;rt zu den y-Herpesviren und ist mit schweren malignen Erkrankungen, wie dem
nasopharyngealen Karzinom (Raab-Traub, 1992), dem Burkitt-Lymphom (Magrath et al.,
1992), der posttransplantar lymphoproliferativen Erkrankung (PTLD) (Thomas, 1991) oder
dem Hodgkin-Lymphom (Weiss et al., 1989) assoziiert, an deren Entstechung EBV
hochstwahrscheinlich beteiligt ist (Rickinson und Kieff, 2001). EBV-assoziierte
Tumorerkrankungen leiten sich nicht nur von B-Zellen ab, sondern auch von epithelialen

Zellen, T-Zellen und m(.).glicherweise lymphoiden Vorlauferzellen.

In vitro infiziert das Virus hocheffizient humane B-Zellen (Pope et al., 1968). Dabei entstehen
unbegrenzt proliferierende B-Zelllinien, lymphoblastoide Zelllinien (LCLs) genannt, in denen
EBV ﬁberwiegend latent vorliegt. Bei in vitro generierten LCLs, bei der infektiosen
Mononukleose und bei Lymphomen von Immunsupprimierten werden alle sechs EBV-
kodierten nuklearen Antigene (EBNAI1, 2, 3A, 3B, 3C, EBNA-LP) und die latenten
Membranproteine LMP1 und 2 exprimiert. Dieser Zustand wird als Latenz III bezeichnet. In
den malignen Reed-Sternberg Zellen der EBV-positiven Hodgkin-Erkrankung befindet sich
das Virus im so genannten Latenztyp II, bei dem nur die latenten EBV-Antigene EBNA1
BARFO, LMP1 und LMP2 exprimiert werden (Herbst ez al., 1991; Oudejans et al., 1995). Das
Burkitt-Lymphom ist das Musterbeispiel fur die so genannte Latenz I (Rowe et al., 1992), bei

der nur EBNAT exprimiert wird.
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Polyklonale EBV-spezifische CTLs wurden bereits erfolgreich zur Pravention und
Behandlung der PTLD eingesetzt (Gustafsson et al., 2000; Haque et al., 1998; Heslop et al.,
1996; Khanna et al., 1999; Rooney et al., 1998). Allerdings konnte bei Patienten mit EBV-
positivem Hodgkin-Lymphom bei schwerem Krankheitsverlauf kein Behandlungserfolg
durch Einsatz EBV-spezifischer CTLs erzielt werden (Gottschalk ef al., 2002; Heslop et al.,
2000). Durch die Verwendung von LCLs zur Stimulation werden EBV-spezifische T-
Zelllinien generiert, die sich bevorzugt, aber nicht ausschlieBlich, gegen die EBV-Proteine
EBNA3A-C richten, die in den malignen Reed-Sternberg Zellen der EBV-positiven Hodgkin-
Erkrankung nicht exprimiert werden (Rickinson et al., 1997). Protokolle zur Generierung
LMP1- oder LMP2-spezifischer CTLs setzen auf den Einsatz von Adenoviren fur den
Gentransfer (Gahn et al., 2001; Gottschalk et al., 2003; Ranieri et al., 1999; Su et al., 2001),
weil hohe Transduktionsraten erzielt werden und die Vektoren - anders als Vaccinia-Virus-
oder Herpes-Virus-Vektoren - keinen Einfluss auf die Funktionen der DCs haben. Bei der
Verwendung von viralen Vektoren muss immer berﬁcksichtigt werden, dass durch die starke
6berexpression eventuell T-Zellen mit einer niedrigen Affinitat und Aviditat gegenﬁ.ber dem

Antigen generiert werden.

1.6 Das mini-EBV-System

Die Entwicklung von EBV-basierten Vektoren stutzt sich auf die besondere Effizienz und
Spezifitat der Infektion von B-Zellen mit EBV, die zu einer Immortalisierung der B-Zellen in
vitro fuhrt. Durch Zusammenfﬁgen subgenomischer EBV-Fragmente konnte ein erster
synthetischer, B-Zell-immortalisierender EBV-Vektor konstruiert werden (Kempkes et al.,

1995).
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Abb. 1.2: Plasmid-Karten des Genoms des EBV-Stammes B95.8 (A) und des mEBV-
Plasmids 1478.A (B). Die Nomenklatur der Elemente des EBV-Genoms baut auf der hier
wiedergegebenen Bezeichnung fur die bei BamHI-Hydrolyse entstehenden Fragmente auf
(Einzelbuchstaben in der EBV-Karte). Exemplarisch dargestellt sind die Leserahmen (Kasten
in grau) und Primartranskripte (gestrichelte Linien) der latenten Gene des EBV. Weille
Kasten markieren regulatorische Elemente. Auflen um das EBV-Genom sind die
subgenomischen Fragmente gezeigt (mit Codenummern bezeichnet), aus denen das mEBV-
Plasmid durch ,,chromosomal building*-Technik konstruiert wurde (Kempkes et al., 1995).
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Dieses mini-EBV-(mEBV)-Konstrukt (Abb. 1.2 B; Codebezeichnung 1478.A) auf einem
mini-F-Faktor-abgeleiteten Replikon und ist ein in E.coli propagierbarer und modifizierbarer
Vektor. Es wurde konsekutiv aus sieben rekombinanten Plasmiden mit teilweise
ﬁberlappenden Fragmenten des EBV-Genoms aufgebaut. Die Konstruktion erfolgte in E.coli
mit der ,,chromosomal building*-Technik (O'Connor et al., 1989). Diese Technik erm&glicht
durch homologe Rekombination den Um- und Aufbau von Plasmiden, deren GroBe die
Verwendung herkommlicher gentechnologischer Methoden problematisch macht. Dieses
mEBV umfasst samtliche fur die latenten Proteine codierenden Sequenzen des EBV-Genoms
sowie die regulatorischen Elemente, die fur die latente bzw. lytische Replikation (oriP und
oriLyt) sowie fur die Verpackung in Viruspartikel (TR) n(;tig sind. Dieses mEBV-Plasmid
enthalt 41% der Sequenz des EBV-Stamms B95.8 (Abb. 1.1 A).

Mit der Entwicklung der Verpackungszelllinie 293/TR2 wurde die Virus-freie Verpackung
der mEBV-Vektoren in infektiése Partikel m&glich (Delecluse et al., 1999). Durch
Elimination der terminal repeats (TR), die als Signal in cis fur die Verpackung des EBV-
Genoms unentbehrlich sind, wurde nun ein unverpackbares Helfer-EBV-Genom hergestellt.
Durch stabile Transfektion der Zelllinie HEK293 mit diesem TR-EBV-Genom entstand die
Verpackungszelllinie 293/TR2. Das Helfer-EBV-Genom unterstutzt den lytischen Zyklus von
EBV und kann fremde DNA in eine Virionhulle verpacken, wenn diese die
Verpackungssignale tragt. Durch Transfektion eines Expressionsplasmids fur das Protein
BZLF1 wird der lytische Zyklus induziert. Kotransfizierte mEBV-DNA wird darauthin von
der Zelllinie in infektiose Partikel verpackt, die effizient humane B-Zellen infizieren und zur
Wachstumstransformation fﬁhren (Delecluse et al., 1999). Die Infektiositat der Partikel wird
noch verbessert, wenn ein weiteres virales Glykoprotein ﬁberexprimiert wird (Neuhierl et al.,
2002). Die so entstehenden B-Zelllinien, mini-LCLs (mLCLs) genannt, besitzen einen
aktivierten Phanotyp (Moosmann et al., 2002), enthalten aber kein lytisch replikationsfahiges

Virus.

Durch den Einbau einer pp65-Expressionskassette kann pp65 konstitutiv in mLCLs
exprimiert werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass pp65-mLCLs sich zur Generierung
von pp65-spezifischen T-Zelllinien aus seropositiven Spendern eignen (Moosmann et al.,
2002). Detaillierte Analysen zeigten eine HLA-restringierte, pp65-spezifische Zytotoxizitat
der pp65-mLCL-stimulierten T-Zelllinien. In allen generierten Linien dominierten pp65-

spezifische uber EBV-spezifische T-Zellen.
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1.7 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Die bisherige Analyse der mini-LCL-stimulierten T-Zelllinien konzentrierte sich
hauptsachlich auf die zytotoxischen CD8" T-Zellen. Klinische Studien haben aber gezeigt,
dass fur eine lang anhaltende Immunitat nach Stammzelltransplantation (SCT) der adoptive
Transfer von CMV-spezifischen CD8" und CD4" T-Zellen wichtig ist (Einsele et al., 2002b;
Peggs et al., 2003; Walter et al., 1995). Neuere Studien unterstreichen die Rolle der CD4" T-
Zellen bei der Etablierung eines funktionierenden CD8" T-Zellgedachtnis (Janssen et al.,
2003; Shedlock et al., 2003). Darﬁber hinaus wirken CD4" T-Zellen antiviral durch die
Sekretion von Zytokinen, wie IFN-y und TNF-a, und konnen ebenfalls zytotoxisch aktiv

gegen Virus-befallene Zellen werden (Appay et al., 2002; Savoldo et al., 2002b).

Die vorliegende Arbeit sollte untersuchen, ob das mini-EBV-System geeignet ist T-Zellen zu
generieren, die viele verschiedene CMV-Epitope - durch MHC-Klasse-I- und _II-Molekule
prasentiert - erkennen. T-Zellkulturen von Spendern mit unterschiedlichen HLA-Typen
sollten etabliert und analysiert werden. Dabei stand eine eingehende Analyse der Epitop-
Spezifitaten der generierten T-Zellen im Vordergrund. Des Weiteren sollte geklart werden, ob

sich mLCLs zur Primarstimulation von naiven T-Zellen eignen.

Da neben pp65 auch IE1 ein weiteres wichtiges CMV-Antigen darstellt (Gyulai et al., 2000),
sollten zwei neue mEBV-Plasmide konstruiert werden, damit auch Spender erreicht werden
k(;nnen, die keine ausgepragte Immunantwort gegen pp65 besitzen. Es gibt nur wenige
gesunde Seropositive, die keine Immunitat gegen zumindest eines dieser beiden Antigene
besitzen (Gyulai et al., 2000). Ein Vektor sollte eine Expressionskassette fur IE1 enthalten,
der zweite eine Kassette fur ein Fusionsprotein bestehend auch pp65 und IE1 (pp65_IE1). Mit
Hilfe der generierten IE1-mLCLs und pp65_IE1-mLCLs sollten autologe T-Zellen stimuliert

und ihre Eigenschaften eingehend charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialen

2.1.1 Bakterienstamme

Stamm Genotyp

E.coli DH5a F-, F80dlacZDM15, D(lacZY A-argF), U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(rk", mk™), supE44, 1, thi-1, gyrA96, relAl

E.coli DH10B F, mcrA, D(mrr-hsdRMS-mcrBC), F80dlacZ M15, DlacX74, deoR,
recAl, endAl, araD139, D(ara, leu) 7697, galU, galK, I-, rpsL, nupG

2.1.2 Zelllinien

Samtliche verwendete prokaryotische bzw. eukaryotische Zellkulturen stammen, wenn nicht
anders vermerkt, aus der Sammlung der Abteilung Genvektoren (W. Hammerschmidt) der

GSF, Mu}lchen.

B95.8 Lymphoblastoide Krallenaffenzelllinie, latent/lytisch EBV-infiziert
(Miller et al., 1972)

293/TR2 Adenovirus Typ S-immortalisierte, humane Nierenzelllinie 293 mit
rekombinantem, ,,terminal repeat“-deletiertem EBV-Genom auf der Basis

eines bakteriellen F-Faktor-Plasmids (Delecluse et al., 1999)

K562 Humane chronische, myelogene Leukamie (CML)-Zelllinie aus dem
Knochenmark (Lozzio et al., 1975)

MRC-5 Humane embryonale Lungenfibroblasten (Jacobs et al., 1970)

BSC-40 Epitheliale Nierenzelllinie aus der Grunen Meerkatze (Brockman et al.,
1974)

CD40L Murine L-Zellen (Bindegewebsfibroblasten), stabil CD40-Ligand

exprimierend (Garrone et al., 1995)

Zusatzlich wurden im Rahmen dieser Arbeit aus primaren B-Lymphozyten verschiedener

Spender hergestellte mini-LCLs, LCLs und B-Blasten verwendet.
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2.1.3 Viren

EBV B95.8
CMV AD169
vvWyeth
vvpp65

MVA.pSCI11
MVA IE1
MVA pp65

EBV-Laborstamm

CMV-Laborstamm, fibroblastenadaptiert

Wildtyp-Vacciniavirus (Stamm Wyeth)

Rekombinantes Vacciniavirus (Stamm Wyeth) mit pp65-
Expressionskassette

Rekombinantes, modifiziertes Vacciniavirus Ankara

Rekombinantes Vacciniavirus Ankara mit [E1 Expressionskassette

Rekombinantes Vacciniavirus Ankara mit pp65 Expressionskassette

EBV B95.8 und CMV ADI169 wurden von ATCC (American Type Culture Collection,

Manassas, Virginia, USA) bezogen. Dank an N. Blake, Birmingham fur die freundliche

Uberlassung von vvWyeth; Dank an A. B. Rickinson, Birmingham fur die freundliche

Uberlassung von vvpp65; herzlichen Dank an N. Khan, Birmingham fur die freundliche

Uberlassung von MVA.pSC11, MVA IE1 und MVA pp65.
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2.1.4 Plasmide

p2548.30 tet-shuttle-Plasmid zur Modifikation von EBV-Vektoren (W.
Hammerschmidt, GSF, Mu}lchen)

p2572 Resolvase-Expressionsplasmid (W. Hammerschmidt, GSF, Mu}lchen)

p2670 BALF4-Expressionsplasmid (B. Neuhierl, GSF, Mu}lchen)

p2961 mini-EBV pl1478A ohne Drosophila hsp-neo (Ch. Mancao, GSF,
Muhchen)

p3117 eukaryotisches Expressionsplasmid mit SV40-Promotor auf der Basis von

pSG-5 von Stratagene (A. Moosmann, GSF, Mﬁﬁchen)

p509 BZLF1-Expressionsplasmid (Hammerschmidt ef al., 1988)
pP mini-EBV p1478A mit pp65-Expressionskassette (A. Moosmann, GSF,
Muhchen)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden konstruiert und verwendet:

p3457 (IE1-mini-EBV) p2961 mit IE1-Expressionskassette
p3458 (pp65_IE1-mini-EBV) p2961 mit pp65 IE1-Expressionskassette
p3116 p2548.30 mit Linker YYCBOT

2.1.5 Oligonukleotide

Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in 5°-3’-Richtung angegeben.

Primer zum Nachweis des Gens Chloramphenicol-Acetyltransferase (U‘berpru"fung der
Zelllinien auf Anwesenheit von mini-EBV-spezifischen Sequenzen)

cam-up: TTC TGC CGA CAT GGA AGC CATC

cam-down: GGA GTG AAT ACC ACG ACG ATT TCC

Primer zum Nachweis des Gens BXLF1 (gp85) (U“berpru"fung der Zelllinien auf An- bzw.
Abwesenheit von Wildtyp-EBV)

gp85c: TGG TCA GCA GCA GAT AGT GAA CG

gp85d: TGT GGA TGG GTT TCT TGG GC
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Primer zum Nachweis des Gens B-Globins (Saiki ef al., 1988)
PC0O4 CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC
GH20 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC

Primer zur Konstruktion des IE1-Expressionsplasmids
IE1/fwd: GCT CTG GCG CGC CAT GGA GTC CTC TGC CAA GAG
IE1/re: GCG ACC TCG AGT TAC TGG TCA GCC TTG CTT CT

Primer zur Konstruktion des pp65 IE1-Expressionsplasmids

pp65/fwd:  GCT CTG GCG CGC CAT GGA GTC GCG CGGTCGCCG T
pp65Sover/re: CTT GGC AGA GGA CTC CAT ACC TCG GTG CTT TTT GGG
IElover/fwd: CCC AAA AAG CAC CGA GGT ATG GAG TCC TCT GCC AAG AG
IE1/re: GCG ACCTCG AGT TACTGG TCA GCCTTG CTT CT

Oligonucleotide fur Linker YYCBOT
YYCBOT: TCG AGT CTA GAA CCG GTA GAT CTC ATATGG AGCT

TOBCYY: CCATAT GAGATC TAC CGG TTC TAG AC

Primer zur Typisierung von HLA-C (Turner et al., 1998)

CI2F: CGA GGK GCC CGC CCG GCG A

CI3R: AGA TGG GGA AGG CTC CCC ACT

CE2F: GTA AAA CGA CGG CCA GTT CGG GCG GGT CTC AGC C
CE2R: TCS TGA CCT SCG CCCC

CE3F: GTA AAA CGA CGG CCA GTT GAC CRC GGG GGC GGG

CE3R: GAT GGG GAA GGC TCC CCA CT
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2.1.6 Antikorper

Spezifitat | Klon Konjugat Herkunft
CD3 UCHT1 PE-Cy5 BD Biosciences, Heidelberg
CD4 S3.5 PE CALTAG Laboratories, Hamburg
CDS8 RPA-TS FITC BD Biosciences, Heidelberg
APC
CD19 HIB-19 PE BD Biosciences, Heidelberg
CD21 WEHI-B2 FITC Chemicon, Hofheim
CD45RO |UCHLI1 PE-Cy5 BD Biosciences, Heidelberg
CD56 B159 APC BD Biosciences, Heidelberg
CD80 L307.4 FITC BD Biosciences, Heidelberg
CD86 2331 (FUN-1) APC BD Biosciences, Heidelberg
CCR-7 150503 FITC R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
HLA-DR |G46-6 (L243) FITC BD Biosciences, Heidelberg
HLA- G46-2.6 FITC BD Biosciences, Heidelberg
ABC W6/32 ungekoppelt Acris, Hiddenhausen
IL-2 MQI1-17H12 Alexa Fluor 488 | CALTAG Laboratories, Hamburg
IFN-y B27 Alexa Fluor 488 | CALTAG Laboratories, Hamburg
IgG Goat-Anti-Mouse | HRP Promega, Mannheim
1gG (H+L)
pp65 2und 6 ungekoppelt Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK
IE1 DDGY9 und CCH2 | ungekoppelt Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK

2.1.7 Peptide und HLA-Peptid-Tetramere

Die tetrameren HLA-Peptid-Komlexe wurden von Prolmmune Limited (Oxford, England)

bezogen.

Peptide wurden von Jerini (Berlin) mit einem Reinheitsgrad von 70% mit unmodifizierten

Enden erworben. Die IE1-Peptidbank wurde von Mimotopes (Bonn) erstanden. Die pp65-

Peptidbank wurde freundlicher Weise von M. Hammer (Berlin) zur Verfu"gung gestellt (Kern,

2002

20



Material und Methoden

Abku}zung HLA Antigen Position Sequenz

YSE®? Al pp65 363-373 YSEHPTFTSQY
NLV? A2 pp65 495-503 NLVPMVATV
TPR® B7 pp65 417-426 TPRVTGGGAM
RPH B7 pp65 265-274 RPHERNGFTV
EFF B44 pp65 512-521 EFFWDANDIY
GPI All pp65 16-24 GPISGHVLK
IPS? 3501 pp65 123-131 IPSINVHHY
FPT B3502  |pp65 188-195 FPTKDVAL
ATV All pp65 501-509 ATVQGQNLK
GPI All pp65 16-24 GPISGHVLK
RRR"” Bl4 pp65 539-547 RRRHRQDAL
NQW? B3501  |pp65 173-181 NQWKEPDVY
VAF Cwl2 pp65 294-302 VAFTSHEHF
CED B60 pp65 232-240 CEDVPSGKL
HER B60 pp65 267-275 HERNGFTVL
VLE® A2 IE1 316-324 VLEETSVML
CRV B7 IE1 309-317 CRVLCCYVL
ELK® B8 IE1 199-207 ELKRKMMYM
QIK B8 IE1 88-96 QIKVRVDMV
CLG? A2 EBV LMP2 426-434 CLGGLLTMV
RPP? B7 EBV EBNA3A  |379-387 RPPIFIRRL
QAK® B8 EBV EBNA3A  |158-166 QAKWRLYTL
YPL? B35 EBV EBNA3A  |458-466 YPLHEYHGM
a) auch als Tetramer vorhanden

b) in dieser Arbeit identifizierte Epitope

21



Material und Methoden

2.1.8 Sonstige Reagenzien

Alle hier nicht aufgefﬁhrten Reagenzien wurden von Roth (Karlsruhe), VWR (Darmstadt)

oder Sigma (St. Louis, USA) in Analysenqualitat bezogen.

1 kb DNA-Leiter

Agarose, 02333

Bacto-Agar

BATDA Reagent, C136-100
BenchMark™ Protein Ladder
DNA-modifizierende Enzyme

ECL™Western Blotting Detection
Reagents, RPN2106

FACSFlow, FACSClean, FACSRinse

Ficoll-Paque™PLUS, 17-1440-03
Fotales Kalberserum, S0115
Hefeextrakt

Humanes Serum Typ AB, 14-490E
Hygromycin B, P02-015
Metafectene™, 124.10
PCR-Reagenzien

Penicillin

Proleukin®, 17152

pUC Mix 8

rekombinantes humanes IL-4

Restriktionsenzyme

Tag-Polymerase

TriPure Isolationsreagenz, 1667157
Trypsin

Trypton

Zellkulturmedium RPMI 1640

Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
Biozym, Hess. Oldendorf

Invitrogen, Karlsruhe

Perkin Elmer, Rodgau—Jﬁgesheim
Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
New England Biolabs, Frankfurt

Amersham Pharmacia, Freiburg

BD Biosciences, Heidelberg

Amersham Pharmacia, Freiburg
Biochrome AG, Berlin

Difco Laboratories, Detroit, USA
Cambrex, Apen

PAA, Linz

Biontex, Mu}lchen

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
Chiron GmbH, Mu}lchen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt
MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
New England Biolabs, Frankfurt
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
Difco Laboratories, Detroit, USA

Gibco BRL, Lifetechnology, Eggenstein
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2.1.9 Kits

Alkaline Phosphatase Kit, 172-1063
AP Conjugate Kit, 170-6432
Bio-Plex Cytokine Assay,

Biotin Luminescent Detection Kit,
1811592

FIX & PERM Cell Permeabilization
Kit, GAS-004

IFN-y-ELISA, 3420-1H-20
IFN-y-ELISpot Kit, 3429-2H
MACS® Separationssystem
NucleoBond® BAC 100 Kit
Plasmidaufreinigungskits
QIAamp® DNA Blood Mini Kit
SuperScript™ One-Step RT-PCR for
Long Templates, 11922-010
TeloTAGGG Telomerase Length
Assay, 2209136

TeloTAGGG Telomerase PCR
ELISA™"®, 2013789

CMVscan

2.1.10 Dienstleistungen

DNA-Sequenzierungen
Karyotypisierung
Leukozytenkonzentrate aus 500ml
Blut anonymer Spender

Oligosynthesen

Bio-Rad, Mu}lchen
Bio-Rad, Mu}lchen
Bio-Rad, Mu}lchen
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg

CALTAG, An Der Grub, Osterreich

Mabtech, Hamburg

Mabtech, Hamburg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Macherey-Nagel, Duren

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg
Roche Diagnostics GmbH, Penzberg

BD Biosciences, Heidelberg

Sequiserve, Vaterstetten

C. Mayr, TU, Munchen

Landesklinik fur Blutgruppenserologie und
Transfusionsmedizin Salzburg

Metabion, Planegg-Marinsried
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2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Blottingpapier GB40
Einmalpipetten
Elektroporationskﬁ;/etten
Hybond™-ECL-Zellulosemembran
Hybond™-N"-Nylonmembran
Hyperfilm™ECL

Kryor(;hrchen

MaxiSorp, 96-Lochplatten, 439454
MultiScreen™-HA, MAHAN4510
PCR-Reaktionsgefalle

R(;hrchen, steril 15ml/50ml
Sterilfilter

Zellkulturflaschen und -schalen

Zellkultur-Multiwell-Platten

Zentrifugengefalle 1,5ml und 2ml

2.1.12 Gerate

Avanti J25 Zentrifuge

Axiovert 10 Fluoreszenzmikroskop
Biophotometer

Bio-Plex Protein Array System
Durchfluicytometer ,,FACSCalibur*
Elektrophorese-Dokumentation
Elektrophoresekammern
Elektroporator ,,Gene Pulser
Fluorimeter Multilabel Counter
Inkubator fur Zellkultur

L7-55 Ultrazentrifuge

Mighty Small II Gel Elektrophorese Einheit

Mikroliterpipetten

Schleicher & Schuil, Dassel
Costar, Bodenheim

peqlab Biotechnologie, Erlangen
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Amersham Biosciences, Freiburg
Nunc, Wiesbaden

Nunc, Wiesbaden

Millipore, Schwalbach

Abgene, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg
Millipore, Schwalbach

BD Biosciences, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden

BD Biosciences, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Beckmann, Heidelberg

Zeiss, Oberkochen

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Mu}lchen

BD Biosciences, Heidelberg
Peqlab Biotechnologie, Erlangen
Peqlab Biotechnologie, Erlangen
Bio-Rad, Mu}lchen

Perkin Elmer, Rodgau—Jﬁgesheim
Kendro, Langenselbold
Beckmann, Heidelberg

Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,

USA
Gilson, Den Haag, Holland
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Multifuge 3L-R Kendro, Langenselbold

PCR-Maschine ,,Mastercycler Eppendorf, Hamburg

SemiPhor, Semidry Blottingsystem Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
USA

Thermomixer Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg

UV-Transilluminator Peqlab Biotechnologie, Erlangen

2.2 Arbeiten mit Bakterien

2.2.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli

Bakterien wurden als Suspensionskultur in LB-Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt und
0,5% NaCl) oder zu Vereinzelung von Kolonien auf LB-Agar-Platten (15 g Bacto-Agar ad 1 1
LB-Medium) kultiviert. Bei Selektion auf Resistenz gegen Antibiotika wurden dem LB-
Medium Ampicillin (100 pg/ml), Chloramphenicol (30 pg/ml), Kanamycin (50 pg/ml) oder
Tetracyclin (30 pg/ml) zugegeben. Zur Lagerung von Bakterien uber langere Zeitraume

wurde eine konfluent gewachsene Bakterienkultur mit 50% Glyzerin bei -80°C aufbewahrt.

2.2.2 Transformation und Elektroporation von E. coli

2.2.2.1 Transformation

Die Herstellung transformationskompetenter E.coli-Stamme erfolgte nach einem Protokoll
von Hanahan (Hanahan, 1983). Die kompetenten Bakterien wurden bei -80°C autbewahrt. F ur
eine Transformation wurden 100 pl dieser Bakterien zusammen mit ca. 50 ng eines
Ligationsansatzes 10 - 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend fur 45 s auf 42°C im
Wasserbad erwarmt. Nach Zugabe von 1 ml SOC-Medium und einer 60-minu.ﬁgen
phanotypischen Expression bei 30°C bzw. bei 37°C wurde die Zellsuspension auf Agarplatten
mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und uber Nacht bei der geeigneten permissiven

Temperatur im Brutschrank inkubiert.
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2.2.2.2 Elektroporation
EBV Plasmid-DNA wurde durch Elektroporation in DH10B E.coli transfiziert. Die

Herstellung elektrokompetenter DH10B Bakterien erfolgte nach einem Protokoll von Sheng
et al. (Sheng et al., 1995). 50 ul kompetente Bakterien wurden mit 1 yg Plasmid-DNA 5 min
auf Eis inkubiert und anschliefend in eine Vorgekﬁhlte Elektroporationskﬁvette
(0,1 cm Elektrodenabstand) ﬁberfﬁhrt. Die Elektroporation erfolgte bei 1,8 kV, 100  und
25 uF mit einer Zeitkonstante von 2 s. Die Bakterien wurden sofort in SOC-Medium
uberfuhrt und nach einer 60—min11tigen phanotypischen Expression bei 37°C bzw. im Falle
des temperatursensitiven Rekombinationssystems bei 30°C auf Agarplatten mit
entsprechendem Antibiokikum ausplattiert. Die Inkubation erfolgte uber Nacht bei 30°C,
37°C oder 42°C.

2.3 RNA-Arbeitstechniken

Die Isolierung gesamtzellularer RNA erfolgte mit dem TriPure Isolation Reagent der Firma

Roche Diagnostics. Die Praparation erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.4 DNA-Arbeitstechniken

Die Anwendung allgemein ublicher Techniken, die im Umgang mit Nukleinsauren benutzt
wurden, wie z. B. Phenol-/Chloroformextraktion, Ethanolprazipitation, Konzentrations-
bestimmung im Spektralphotometer, Auftrennung von DNA-Fragmenten uber Agarosegele,
Aufarbeitung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen, enzymatische Restriktionshydrolyse,
Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase, Behandlung von DNA-
Fragmenten mit Klenow-Polymerase, Ligierung freier DNA-Enden und Praparation von
Plasmid-DNA uber alkalische Lyse erfolgte in Anlehnung an Standardprotokolle (Sambrook
et al.,2001) oder nach Angaben der Hersteller.

2.4.1 Extraktion zellularer DNA

Zur Isolierung von DNA aus PBMCs und kultivierten Zellen wurde der QIAamp DNA Mini

Kit von Qiagen verwendet. Die Durchfﬁhmng erfolgte nach Angaben des Herstellers.
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2.4.2 Praparative Plasmidaufreinigung

Die praparative Plasmidaufreinigung aus stationaren E.coli-Ubernachtkulturen erfolgte mit
Hilfe von DNA-Adsorptionssaulen nach Angabe des Herstellers (Qiagen). Die eluierte DNA
wurde mit 0,7 vol. Isopropanol gefallt, mit 70%-igem Ethanol gewaschen und in einem

geeigneten Volumen Aqua dest. aufgenommen.

2.4.3 Praparation von mini-EBV-Plasmid-DNA aus E. coli

21 Ubernachtkultur wurde fur 15 min bei 5000 rpm und Raumtemperatur abzentrifugiert. Die
Bakterienlyse und DNA-Praparation erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Sambrook et al., 2001). Anschlieend wurde die isolierte DNA in insgesamt 15 ml TE-Puffer
aufgenommen, in dem 16 g Casiumchlorid (CsCl) hinzugegeben und aufgelc.)‘st worden waren.
Diese Mischung wurde in ein Ultrazentrifugenr(‘)‘hrchen (35 ml), in dem 400 pl
Ethidiumbromid (1 % w/v) vorgelegt waren, uberfuhrt. Die UZ-Rohrchen wurden mit 1,55
g/ml CsCl-L(')'sung aufgefuilt. Die Zentrifugation erfolgte uber 72 h bei 35000 rpm und 20°C.
AnschlieBend wurde unter UV-Licht (365 nm) die untere Bande, die der ,,supercoiled*-
Plasmid-DNA entspricht, mit einer Einmalkanule entnommen. Die Plasmid-DNA-Mischung
wurde in ein neues UZ-Rohrchen (11,5 ml) uberfuhrt und diese mit 1,55 g/ml CsCl-L(;.sung
aufgefuilt. Nach erneuter Zentrifugation fur 48 h bei 35000 rpm und Raumtemperatur wurde
wiederum die untere Plasmid-DNA-Bande entnommen und das restliche Ethidiumbromid
durch Ausschutteln mit CsCl-gesattigtem Isopropanol extrahiert. Nach Zugabe von TE-Puffer
auf das funffache Volumen und DNA-Prazipitation mit Isopropanol wurde die mini-EBV-

Plasmid-DNA in TE-Puffer aufgenommen.

Alternativ dazu wurde mini-EBV Plasmid-DNA auch mittels EndoFree® Plasmid Kit der
Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Menge und Reinheit der
erhaltenen DNA war geringer als nach Reinigung uber CsCl- Gradienten, aber fur

Transfektion in die Verpackungszelllienie 293/TR" ausreichend.
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2.4.4 Polymerase-Ketten-Reaktion

2.4.4.1 Reverse Transkriptase (RT)-PCR

IE1 ¢cDNA (UL123) und pp65 cDNA (UL83) wurden durch reverse Transkription der
entsprechenden mRNA aus AD169-infizierten MRC-5-Zellen gewonnen. Die isolierte RNA
wurde in einem Einschrittverfahren mit dem ,,SuperScript™ One-Step RT-PCR for Long
Templates““-Kit der Firma Invitrogen nach Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben
und amplifiziert.

Hierbei erfolgte die cDNA-Synthese fur 30 min bei 55°C. AnschlieBend wurde die PCR
direkt durchgefuhrt.

Primer: Annealing-Temperatur:
IE1/fwd:IE1/re 55°C
IElover/fwd:IE1/re 56°C

pp65/fwd:pp65over/re 58°C

PCR-Programm: 94°C / 2 min; 35 Zyklen: 94°C / 15 s, 55°C-58°C / 30 s, 68°C / 2 min;
72°C / 10 min; 6°C

Da die Primer IE1/fwd und IE1/re Restriktionsschnittstellen enthielten, konnte das PCR-

Produkt enzymatisch hydrolysiert und in das Plasmid p3117 ligiert werden.

2.4.4.2 ,,Overlap and extension* Technik

Die Klonierung der pp65 IE1-Chimare erfolgte nach der ,,overlap and extension“-Technik
von Ho et al. (Ho et al., 1989). Die beiden Produkte aus der RT-PCR mit den Primern
pp65/fwd:pp65over/re und IE1over/fwd:IE1/re enthalten einen U"berlappungsbereich, der am
3’-Ende von pp65 und am 5’-Ende von IE1 liegt. In einem zweiten Schritt wurden diese
beiden PCR-Produkte in einer weiteren PCR-Reaktion als Matrize eingesetzt. Durch die
U”berlappung konnte ein Strang von jedem Fragment als Primer fur das andere Fragment
verwendet werden. Zusammen mit den beiden flankierenden Primern pp65/fwd und IE1/re

konnte so das chimare Gen amplifiziert werden.

Da die Primer 5°- und 3’-flankierende Restriktionsschnittstelllen enthielten, konnten die PCR-

Produkte enzymatisch hydrolysiert und in das Plasmid p3117 ligiert werden.
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2.4.4.3 Amplifizierung mini-EBV- und Wildtyp-EBV-spezifischer-Sequenzen

Alle mini-LCLs wurden auf die Anwesenheit von mini-EBV-spezifischen Sequenzen und die
Abwesenheit von Wildtyp-EBV-spezifischen Sequenzen hin kontrolliert. Ebenso wurden die
generierten B-Blasten auf EBV-Freiheit getestet.

Also Kontrolle fur die PCR wurden die Primer PCO4 und GH20 verwendet um das

Hauskeeping-Gen [-Globin nachzuweisen.

Standardprotokoll fur die Uberpru%ung von mini-LCLs und B-Blasten

Reaktionsansatz

3 ul zellulare DNA

2 ul MgCl, (25 uM)

2 ul dNTPs (je 50 mM)

0,5 pl Primer-Mix (cam-up/cam-down/gp85¢/gp85d; 25 uM oder PC04/GH20; 25 uM)
2 pl 10x Tag-Polymerase Puffer

1 ul Tag-DNA-Polymerase (1U/ul)

H,0 ad 20 pl

PCR-Programm: 95°C / 5 min; 35 Zyklen: 95°C / 1 min, 59°C / 1 min, 72°C / 1 min;

72°C / 10 min; 4°C

2444 Nested-PCR fur HLA-C-Typisierung

Exon 2 und 3 des HLA-C-Lokus wurden wie von Cereb ef al. beschrieben mittels der Primer
CI2F und CI3R amplifiziert (Cereb et al., 1996). Das Produkt dieser PCR wurde 1:100
verdunnt und als Matritze fur Nested-PCR, die Exon 2 (Primer CE2F und CE2R) und Exon 3
(CE3F und CE3R) separat amplifiziert wurden, eingesetzt. Die gewonnenen DNA-Fragmente

wurden anschlieend sequenziert.

PCR-Programm: 95°C/1 min; 30 Zyklen: 95°C/1 min, 54°C/1 min, 72°C/1 min; 72°C/4
min; 4°C

2.4.4.5 TRAP-Assay

Fur die Bestimmung der Telomerase-Aktivitat in verschiedenen Zellextrakten wurde der
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISAP"Y® Kit der Firma Roche verwendet. Dieser
enzymatische Immuno-Assay erm(‘).glicht die photometrische Quantifizierung der Telomerase
Aktivitat einer Probe und basiert auf dem Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP)
(Kim et al., 1994). Aus den Zellen wurde zunachst ein Gesamtproteinextrakt hergestellt. Nach
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Zugabe eines Biotin-markierten, synthetischen Primers fu%;te die enthaltene Telomerase an
das 3’-Ende repetitive Sequenzen der Abfolge TTAGGG an. Dieses Elongationsprodukt
wurde nun durch PCR amplifiziert. Anschliefend wurden die Proben denaturiert und mit
einer Digoxigenin-markierten Sonde hybridisiert. Die entstandenen Produkte wurden uber
ihre Biotinmarkierung auf einer mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte immobilisiert.
Mittels eines anti-Digoxigenin, Peroxidase-(HRP)-gekoppelten Antik(;.rpers und des
sensitiven Peroxidasesubstrats TMB (enthalt 3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin) konnten die
Amplifikate detektiert werden. Der im Kit enthaltene interne Standard erlaubt den Ausschluf3
falsch-negativer Ergebnisse. Alle Arbeitsschritte erfolgten nach Angaben des Herstellers.

Die Relative Telomerase Aktivitat (Li et al.) der verschiedenen Proben in einem Experiment

wurde wie folgt berechnet:

RTA (As-As0)/Asis 100
(Ars-Atso)/Arsis

AS: Absorption der Probe

AS,0: Absorption der hitzeinaktivierten Probe

ASIS: Absorption des internen Standards der Probe

ATS: Absorption des Kontroll-Templates

ATS,0: Absorption des Lyse-Puffers

ATS,IS: Absorption des internen Standards des Kontroll-Templates

2.4.5 Southern-Blot-Hybridisierung

2.4.5.1 Telomer-Langen-Analyse

Fur die Untersuchung der Telomer-Langen in B-Blasten wurde der TeloTAGGG Telomere
Length Assay der Firma Roche verwendet.

Hierbei wurden 2 pg zellulare DNA mit den Restriktionsenzymen Rsa I und Hinf'1 gespalten
und in einem 0,8%igen Agarosegel in TBE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Um
Strangbruéhe in der DNA hervorzurufen, wurde das Gel 5-10 min mit 0,25 M HCI behandelt.
Danach wurde die DNA in Denaturierungspuffer denaturiert und durch kapillaren Transfer
auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond™ N+) ﬁbertragen (Southern, 1975). Der
Transfer wurde nach 2-3 Stunden beendet. Die DNA wurde durch UV-Bestrahlung (120
mJ) kovalent an die Membran gebunden. Die Prahybridisierung erfolgte in mitgeliefertem

Hybridisierungspuffer bei 42°C fur 45 min. Nach dieser Zeit wurde der Puffer erneuert, die
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Digoxygenin-markierte Telomer-spezifische Sonde zugegeben und fur weitere 3 Stunden bei
42°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Nylonmembran 2x 5 min bei Raumtemperatur in
Waschpuffer I und 2x15 min bei 50°C in Wachpuffer II gewaschen. Die Membran wurde mit
dem mitgelieferten Waschpuffer gespuit und freie Bindungsstellen uber Nacht bei 4°C mit im
Kit enthaltender Blockierungsl(')'sung abgesattigt. Die Inkubation mit dem gegen Digoxygenin
gerichteten und HRP-gekoppelten Antik(;.rper in Blockierungslc.)'sung erfolgte bei
Raumtemperatur fur 30 min. Die Membran wurde anschlieBend zweimal fur 15 min in
Waschpuffer gewaschen und anschlieBend im beigelegten Detektionspuffer aquilibriert.
Danach wurde der Southern Blot nach Angaben des Herstellers entwickelt. Die Auflagezeit

des Films richtete sich nach der Intensitat des Signals.

TBE-Puffer: 100 mM Tris/HCI, 100 mM Borsaure, 0,2 mM EDTA,
pH 8,0

Denaturierungspuffer: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl

Waschpuffer I 2x SSC, 0,1 % SDS

Waschpuffer 11 0,2x SSC, 0,1 % SDS

2x SSC 300 mM NaCl, 30 mM NaAc

2.4.5.2 Telomerase-Aktivitats-Assay

Der TRAP-Assay wurde wie unter 2.4.4.5 beschrieben durchgefuhrt. Um die dabei
entstandene jeweils um 6 bp ansteigende Leiter sichtbar zu machen, wurden die Fragmente
mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Papageorgiou et al.) aufgetrennt und auf eine
positiv geladene Nylonmembran (Hybond™ N+) transferiert. Dabei wurde ein 12%iges
nichtdenaturierendes Acrylamidgel verwendet. Die Fragmente wurden anschlieBend durch
kapillaren Transfer auf die Nylonmembran ﬁBertragen. Der Biotin-markierte Primer erlaubte
die Sichtbarmachung der Fragmente durch ein Biotin Luminescence Detection Kit der Firma

Roche. Die Detektion erfolgte nach Angaben des Herstellers.

5x TBE: 0,5 M Tris/HCI, 0,5 M Borsaure, 1 mM EDTA, pH 8,0
12% PAA (18 ml): 7,2 ml Acrylamid (30%)

1,8 ml 5 x TBE

9 ml H20

300 ul 10% APS

15 ul TEMED

Laufpuffer: 0,5 x TBE
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2.5 Proteinarbeitstechniken

2.5.1 Westernblot Analyse

Ca. 10° Zellen pro Ansatz wurden in 200 pl Lammli-Puffer aufgenommen und 10 min bei
95°C erhitzt. AnschlieBend wurden die Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) uber ein 12%iges Gel nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard wurde die Prestained Protein Ladder von MBI
verwendet. Die SDS-PAGE erfolgte bei 35 mA. Nach der Beendigung der Elektrophorese
wurden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe eines Elektrotransfer-Verfahrens (Semidry) auf
eine Hybond-ECL-Zellulosemembran ﬁl})ertragen. Der Transfer erfolgte fur 1 Std bei 25
mA/Gel in Transferpuffer. Nach U“bertragen der Proteine auf die Membran wurden diese fur
eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockl(')‘sung geschwenkt, um unspezifische
Proteinbindestellen abzusaitigen. AnschlieBend wurde die Membran uber Nacht mit dem
primaren Antik(;rper gegen pp65 oder IE1 (15 pM Endkonzentration) in Waschpuffer bei 4°C
inkubiert. Vor Zugabe des zweiten Antik(;rpers wurde die Membran zweimal fur 20 min
gewaschen. Die Inkubation mit dem sekundaren Antikc;.rper (anti-Maus HRP gekoppelt,
Verdu}mung 1:10000) erfolgte 2 Std lang bei Raumtemperatur in Waschpuffer. AnschlieBend
wurde die Membran erneut zweimal gewaschen. Die Detektion erfolgte mit dem ECL-

Detektionssystem der Firma Amersham Pharmacia nach den Angaben des Herstellers.

Transferpuffer: 50 mM Tris; 105 mM Glycerin; 1,3 mM SDS, 20% Methanol
Blocklosung: 20 mM Tris/HCI (pH 7,4); 150 mM NaCl;

. 4% Magermilchpulver
Waschlosung: 20 mM Tris/HCI (pH 7,4); 150 mM NaCl;

1% Magermilchpulver; 0,04% Tween-20

32



Material und Methoden

2.6 Zellkultur und Analyse von Zellen

Zellpelletierungen wurden durch Zentrifugation fur 10 min bei 300 g und 20°C durchgefuhrt.
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer Zahlkammer. Um tote von lebenden
Zellen unterscheiden zu k(;hnen, wurde die Zellsuspension mit einem Volumen einer
0,5%igen Trypanblau-L(.)‘sung in PBS gemischt. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und

sind daher im Gegensatz zu vitalen Zellen im Mikroskop an ihrer Blaufarbung zu erkennen.

2.6.1 Zellkulturbedingungen

Alle Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C mit einer Atmosphare von 5% CO2
kultiviert. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640, versetzt mit 10% Kalberserum, 100 pg/ml
Streptomycin und 100 U/ml Penicillin, verwendet. Bei der Kultur der Zelllinie 293/TR” wurde
100 pg/ml Hygromycin zur Erhaltung des rekombinanten EBV-Genoms zugesetzt.

Die adharenten Zelllinien MRC-5, BSC-40 und 293/TR2 wurden in Kulturmedium vermehrt
und alle 2-3 Tage, im Falle von MRC-5 einmal pro Woche, 1:4 verdunnt. Die adhatente
Fibroblastenzelllinie CD40L wurde ebenfalls in Kulturmedium vermehrt und einmal pro
Woche 1:40 verdunnt. Adhatente Zellen wurden zur Subkultivierung mit PBS serumfrei
gewaschen, dann mit 0,05% Trypsin / 0,02% EDTA von der Wachstumsflache gelc')'st, einmal
in Medium gewaschen und in entsprechender Verdﬁﬁnung wieder ausplattiert.

Um die Proliferation zu stoppen, wurden vor der Kokultur mit primaren B-Lymphozyten die
Zellen fur 120 min mit einer 50Gy y-Strahlung behandelt.

Suspensionszellkulturen wurden ein- bis zweimal wochentlich zwei- bis zehnfach verdunnt

subkultiviert.
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2.6.2 Aufbewahrung von Zellen

In Gegenwart von Dimethylsulfoxid (DMSO) konnen Zellen in flu"ssigem Stickstoff
eingefroren und uber langere Zeit gelagert werden. Zum Einfrieren wurden die Zellen wie
angegeben abzentrifugiert, in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein 2 ml
Kryor&hrchen pipettiert. Um die Zellen schonend abzukuhlen, wurde das Rohrchen in ein
allseitig verschlossenes Styroporbehaltnis gegeben und bei -80°C tiefgefroren. Einige Tage
spater wurden die Zellen in ﬂu"ssigen Stickstoff uberfuhtt.

Zur Rekultivierung wurden die Zellen in einem Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut und mit
vorgewarmtem Medium gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturmedium

aufgenommen und in ein Kulturgefall uberfuhrt.

Einfriermedium: 10% DMSO
40% FCS
50% RPMI 1640

2.6.3 [Isolierung primarer humaner Lymphozyten

Als Quelle fur humane Lymphozyten diente frisch abgenommenes venoses Blut freiwilliger
Spender oder Leukozytenkonzentrate (buffy coats). Die Proben wurden 1:1 mit PBS
vermischt und uber einen 30%igen Ficoll-Gradienten aufgereinigt. Dafur wurden die Proben
bei 1000 g 20 min lang durch ein Ficoll-Kissen zentrifugiert, um Erythrozyten und
Granulozyten abzutrennen. Nach der Zentrifugation wurde die Interphase abgenommen und
funfmal mit PBS gewaschen, um Reste von Ficoll zu entfernen und Thrombozyten
abzureichern. Diese Fraktion mononuklearer Zellen, sogenannten PBMCs (peripheral blood
mononuclear cells), wurde als Ausgangsmaterial fur B-Zellinfektionen mit EBV-Vektoren,

die Generierung von B-Blasten und zur T-Zell-Reaktivierung verwendet.

2.6.4 Detektion von Antik(;rpern gegen CMYV in Humanserum oder -plasma

Der ,,CMVscan“-Kartentest ist ein passiver Latexagglutinationstest zum Nachweis von
Antlkorpern gegen Cytomegalovirus in Humanserum oder -plasma. Fur die vorliegende
Arbeit genugte eine qualitative Durchfuhrung des Tests. Bei dem Test agglutinieren zuvor mit
CMV-Antigenen sensibilisierte Latexpartikel bei Vorhandensein von CMV-Antlkorpern.
Nach einer angemessenen Reaktionszeit sind die agglutinierten Partikel mit bloBem Auge zu

erkennen.
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Zuerst wurde von ca. 500 pl Vollblut durch Zentrifugation (2500 rpm, 10 min, RT) das Serum
abgetrennt. 25 pl Serum wurden mit der gleichen Menge an Verdu}mungspuffer gemischt und
auf ein Testfeld der mitgelieferten Karten aufgetragen. Das verdunnte Serum wurde mit
einem Plastikruhrstabchen gleichmaBig auf dem Testfeld verteilt. AnschlieBend wurde das
Latexreagenz gru}ldlich gemischt und ein freifallender Tropfen (ca. 15 pl) in jedes Serum-
Testfeld gegeben. Durch Drehen der Karte wurde das Latex-Antigen gleichmaBig in den
Testfeldern verteilt. Nach 6 - 8 min konnte der Test ausgelesen werden. Als Kontrolle dienten

mitgelieferte CMV-positive und -negative Seren.

2.6.5 Generierung von mini-EBV-Virionen

Die Generierung von mini-EBV-Virionen erfolgte mit Hilfe der EBV-Verpackungszelllinie
293/TR2 (Delecluse et al., 1999). Zur Produktion von infektiosen mini-EBV-Virionen
wurden 293/TR2 in Standardmedium ohne Hygromycin 30 - 50% konfluent ausplattiert. Die
Zellen einer 15cm-Schale wurden zwei Tage danach in serumhaltigen Standardmedium mit
24 pg mini-EBV-Plasmid, 12 pg pS09(BZLF1) und 12 nug pRA (BALF4), komplexiert mit
50 ul Metafectene nach Angaben des Herstellers transfiziert. Nach 24 und 72 Stunden wurde
das Medium vorsichtig abgenommen und durch 12 ml frisches ersetzt. 96 Stunden nach
Transfektion wurde das virionhaltige Medium abgenommen, zur Abtrennung von
Zellbestandteilen bei 1000 g fur 10 min zentrifugiert, filtriert (0,8 um) und portioniert bei
—80°C gelagert. Der abgenommene U”berstand wurde durch frisches Medium ersetzt und der

Vorgang an Tag 5 und 6 wiederholt.

2.6.6 Infektion von B-Zellen mit EBV oder EBV-Vektoren

Fur die Generierung von mini-LCLs wurden eine halbe Million frisch aufgearbeitete oder
kryokonservierte PBMCs oder B-Blasten in 100 pl Medium mit 100 pl mini-EBV-
virionhaltigem Zellkulturuberstand in einer Vertiefung einer 96-Loch-Flachbodenplatte
infiziert. Das Medium wurde mit 1 pg/ml Cyclosporin A supplementiert. Fur die
Negativkontrolle (auf endogene EBV-Infektion) wurde statt des mini-EBV-U“berstandes 100
ul Medium, fur die Herstellung von LCLs 10 pl B95.8-Kulturuberstand verwendet. Einen Tag
nach Viruszugabe, und danach einmal W(;chentlich, wurde die Halfte des Mediums durch
frisches ersetzt. Wahrend der ersten vier Wochen wurde dem Standardmedium Cyclosporin A

(1 pg/ml) zugesetzt, um eine T-Zell-Reaktivierung zu unterbinden. In den meisten Fallen
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wurde ein Auswachsen immortalisierter Zellen erstmals nach drei bis sechs Wochen

beobachtet. Die Zellen wurden vorsichtig in gr&Bere KulturgefalB3e expandiert.

2.6.7 Generierung polyklonaler T-Zelllinien

Als Quelle fur T-Zellen dienten kryokonservierte oder frische PBMCs. Durch Restimulation
mit einer autologen, Antigen-exprimierenden mini-LCL wurden daraus polyklonale T-
Zelllinien generiert. Es wurde ein Restimulationsprotokoll verwendet, das gegenwartig zum
Zweck des adoptiven T-Zell-Transfers in klinischer Anwendung ist (Roskrow et al., 1998).
Pro Vertiefung einer 24-Loch-Platte wurden 1 x 10° PBMCs und 2,5 x 10* mit 50 Gy
bestrahlte mini-LCL-Zellen in 1 ml Standardmedium kokultiviert. Dies entspricht einem
Effektor/Stimulator-Verhaltnis (E:S) von 40:1. Ab Tag 10 und dann alle sicben Tage wurden
die Zellen geerntet und mit bestrahlten mini-LCLs im Verhaltnis E:S = 4:1 in frischem
Medium weiter kultiviert. Ab Tag 15 wurde dem Medium 90 U/ml rekombinantes
Interleukin-2 (rIL-2) zugesetzt. Die Zellen wurden ab dem funfzehnten Tag zwischen den

mini-LCL-Stimulationen nach Bdaraf 1-2 mal pro Woche mit frischem Medium versorgt.

2.6.8 Einzelzellklonierung von T-Zellen

Fur Einzelzellklonierungen wurden statistisch 0,5 T-Zellen zwischen Tag 35 und 45 pro
Vertiefung einer 96-Loch-Rundbodenplatte zusammen mit bestrahlten PBMCs von vier
verschiedenen anonymen Spendern (je 1x10%ml) und bestrahlten mLCLs (1x10°/ml)
ausplattiert. Das Medium wurde supplementiert mit 0,5 pg/ml PHA und 1000 U/ml rIL-2.
Wenn nicht anders vermerkt, wurden Einzelzellklonierungen in Standardmedium mit 5%

humanem Serum durchgefﬁhrt.

2.6.9 Phanotypisierung von Zellen mittels FACS-Analyse

Einzelzellen einer Zellsuspension konnen mittels Durchflu8zytometrie in einem FACS™-
Gerat analysiert werden. Nach Farbung von Zellen mit Antik&rpern oder tetrameren HLA-
Klasse-1/Peptid-Komplexen (,,Tetramere*), die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt
sind, kann man in der FACS-Analyse auf der Basis einzelner Zellen bestimmen, wie viele
Zellen einer Population ein bestimmtes Protein exprimieren und welches relative
Expressionsniveau auf der Oberflache erreicht wird. Erkennt der Antik(;i'per ein Antigen, das

sich im Zytoplasma befindet, mussen die Zellen vor der Farbung permeabilisiert werden.
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2.69.1 Farbung von Oberflachenmolekulen

Fur die Detektion von verschiedenen Oberflachenmolekulen wurden ca. 1x10° - 1x10° Zellen
einmal in kalten PBS/ 2% FCS gewaschen und mit spezifischen Antik(;rpern 20 min auf Eis
inkubiert. Fur die Antigen-spezifische Farbung von T-Zellen mit Tetrameren wurden die
Zellen zuvor fur 20 min bei 37°C mit Phycoerythrin-(PE)-markierten Tetramer inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS/ 2% FCS gewaschen und sofort per

DurchlfuBBzytometrie analysiert.

2.6.9.2 Intrazellulare Farbung von Zytokinen

Zur Quantifizierung Antigen-spezifischer T-Zellen, die das Effektorzytokin Interferon-y
(IFN-y) sezernieren, wurden die Zellen in ihrer Ruhephase, d.h. fruhestens vier Tage nach der
letzten Restimulation, mit Antigen-prasentierenden Zellen koinkubiert. Dem Medium wurde
nach einer Stunde Brefeldin A bis zu einer Endkonzentration von 10pg/ml zugesetzt und
weitere 5-6 Stunden inkubiert. Dieses inhibiert den anterograden Transport der Proteine vom
Endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat durch Zerst&rung der Vesikel (Lippincott-
Schwartz et al., 1991; Wood ef al., 1991). IFN-y akkumuliert dadurch im Zytoplasma und

kann intrazellular nachgewiesen werden.

Zur Detektion von IFN-y wurden die Zellen unter Anwendung des ,,CytoFix-/CytoPerm-
Reagent“ von CALTAG fur 15 min permeabilisiert und fur weitere 15 min bei
Raumtemperatur mit Alexa-488-markiertem IFNy-Antik(')‘rper inkubiert und fixiert.
Anschliefend wurden die Zellen mit PBS/ 2% FCS gewaschen und per DurchfluBzytometrie

analysiert.

2.6.10 Magnetische Separation von T-Zellpopulationen

Zur magnetischen Separation von Zellen wurde das Verfahren von Miltenyi Biotech
verwendet. Es beruht auf der Verwendung von spezifischen monoklonalen Antik(;rpern, an
die superparamagnetische, ca. 50 nm grole Partikel gekoppelt sind. In einer mit
paramagnetischer Matrix ausgekleideten Saule, die sich in einem starken magnetischen Feld
befindet, werden die Zellen durch die Antikc‘).rper in der Saule magnetisch festgehalten. Nicht
markierte Zellen durchlaufen die Saule. Nach Entfernen des magnetischen Feldes konnten die

markierten Zellen von der Saule gespuit und anschlieBend im FACS analysiert werden.
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Farbung und Separation von verschiedenen Zellpopulationen erfolgte nach Angaben des

Herstellers.

Zur Separation der T-Zellen, die Interferon-y sezernieren, wurde ein Verfahren verwendet, bei
dem das sekretierte Zytokin an der Oberflache der sezernierenden Zelle durch einen dort
gebundenen Antik(')‘rper abgefangen und durch einen weiteren PE-gekoppelten Antik(;rper
sichtbar gemacht wird. Die Separation erfolgte mittels magnetischer anti-PE-Beads. Die T-
Zellen wurden in ihrer Ruhephase uber Nacht mit Antigen-prasentierenden Zellen
koinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Farbung und Separation nach dem Protokoll des

Herstellers.

2.6.11 Bioplex Immunoassay

Zur Quantifizierung verschiedener Zytokine wurde das Bioplex Protein Array System der
Firma Bio-Rad angewandt, mit welchem in einem Ansatz simultan mehrere Proteine
analysiert werden konnen. Das Prinzip dieses modifizierten Sandwich-Immunoassays beruht
auf der Verwendung unterschiedlich fluoreszenzmarkierter Polystyrenkﬁgelchen (so genannte
Beads), an die spezifische Antlkorper kovalent gebunden sind. In einer Mikrotiterplatte
wurden die frischen oder aufgetauten Zellkulturuberstande von verschiedenen T-Zelllinien
bzw. ein bekannter Standard des jeweiligen Proteins zusammen mit den Antlkorper-
gekoppelten Beads in die Vertiefungen pipettiert und fur 30 min auf einem Schuttler bei 300
rpm inkubiert. Hierbei wurden die im dberstand prasenten Zytokine an den auf der
Oberflache der Beads kovalent gekoppelten Antik&rper gebunden. Anschliefend wurde die
Platte mittels Vakuumfiltration gewaschen und ein zweiter, biotinylierter
Detektionsantik(;i’per zugegeben, der spezifisch an ein anderes Epitop der gesuchten Zytokine
bindet. Danach wurde die Platte fur weitere 30 min unter gleichmabBigem Schutteln inkubiert.
Nach Entfernung von uBerschﬁésigem Detektionsantik(;i’per durch erneutes Waschen, wurde
PE-konjugiertes Streptavidin zugegeben. Es folgte ein Inkubationsschritt fur 10 min.
Ungebundenes Streptavidin wurde durch weitere Waschschritte entfernt. Die Quantifizierung

der Zytokine erfolgte im Array Reader der Firma Bio-Rad.
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2.6.12 IFN-y-ELISA

Zur Bestimmung der induzierten Aktivierung spezifischer T-Zellen wurde ein IFN-y-ELISA
eingesetzt. T-Zellen wurden mit allogenen oder autologen mLCLs oder mit Peptid-beladenen
B-Blasten ca. 18 h kokultiviert. 96-Loch-Platten (MaxiSorp) wurden uber Nacht mit einem
monoklonalen Antik&rper gegen humanes IFN-y (Mabtech) bei 4°C beschichtet, anschlieBend
gewaschen und mit Waschlc;sung fur eine Stunde blockiert. Die U"bersta'hde wurden auf die
vorbehandelten Platten transferiert und fur 2 h Stunden auf der Platte belassen. Die
nachfolgenden Antik(;rperinkubationen und Waschschritte erfolgten nach Angaben des
Herstellers (Mabtech). Nach sechs weiteren Waschschritten wurde die Substratlc')'sung der
Firma BIO-RAD auf die Platten gegeben und die Absorption bei 405 nm in zeitlichen

Abstanden mehrmals gemessen.

PBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCL, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4,
. pH 7,2- 7.4
Waschlosung 0,05% Tween 20 in PBS

2.6.13 IFN-y-ELISpot Assay

Die ELISpot-Technik erlaubt es, die Zytokinproduktion einzelner Zellen zu detektieren
(Versteegen et al., 1988). Es wurde ein ELISpot Kit zur Detektion von IFN-y verwendet.
Hierbei werden Zellen auf einer mit monoklonalem Antik(;rper beschichteten 96-Loch
Zelluloseester-Platte ausgesat. Je Vertiefung werden 1 x 10* Stimulatoren in 100 pl
Standardmedium vorgelegt und verschiedene Zahlen von T-Zellen oder PBMCs in je 100 pl
dazugegeben. Wahrend einer etwa achtzehnstu}ldigen Inkubation bindet von den Zellen
produziertes IFN-y den Antik&rper und kann nach Entfernen der Zellen durch einen
sekundaren, biotinylierten Antik(;rper markiert werden. Streptavidin-gekoppelte, alkalische
Phosphatase bindet an das Biotin und wird mittels BCIP/NBT Substrat nachgewiesen. Auf der
Membran bilden sich blaue Punkte, die unter einem Binokular-Mikroskop ausgezahlt werden

konnen.
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2.6.14 Zytotoxizitats-Analysen

Die Zytotoxizitat von T-Zelllinien wurde durch die Messung der freigesetzten Menge eines
Markierungsreagenz aus zuvor zytoplasmatisch markierten, lebenden Zielzellen ermittelt. Als
Markierungsreagenz wurde der organische Komplexligand BATDA (Bis (actoxymethyl)
2,2°:6°2°’-terpyridin-6,6""-dicarboxylat) (Blomberg et al., 1996) verwendet, der im
Zellinneren zu TDA hydrolysiert wird und dann die Membran nicht mehr passieren kann. Der
in den U"berstand freigesetzte Komplexligand wird mit Europium(IIl)-Ionen umgesetzt und

der gebildete fluoreszierende Komplex durch zeitaufgeloste Fluorometrie nachgewiesen.

Zytoxizitats-Analysen wurden mit T-Zelllinien durchgefﬁhrt, bei denen die letzte
Restimulation mindestens vier Tage zuruck lag. Etwa 1 x 10° Zellen wurden mit 1 pl
BATDA-Reagenz fur 20 - 30 min bei 37°C markiert und anschlieBend funfmal mit PBS
gewaschen. Verschiedene Zahlen von Effektorzellen wurden in jeweils 100 pl
Standardmedium ohne Phenolrot in 96-Loch-Spitzbodenplatten vorgelegt und jeweils 10000
markierte Zielzellen in ebenfalls 100 pl dazugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 2 - 4
Stunden bei 37°C wurden je 20 pl U"berstand abgenommen und in die Vertiefung einer 96-
Loch-Flachbodenplatte ui)erfu.hrt, je 200 pl Europium-L(;sung dazugegeben, 15 min
geschu.ftelt und die Fluoreszenz des gebildeten Europium-Chelatkomplexes zeitaufgel(.)'st im
Fluorimeter gemessen. Fur jede Zielzellart wurden parallel die Maximalfreisetzung
(vollstandige Lyse mit 0,5% Triton X-100) und die Spontanfreisetzung (Zielzellen ohne
Zugabe von Effektoren) ermittelt. Die Ergebnisse wurden als relative spezifische Lyse

angegeben. Diese wurde aus den einzelnen Freisetzungswerten wie folgt berechnet:

L = relative spezifische Lyse

F = Freisetzungswert der einzelnen Proben
M = Maximalfreisetzung

S = Spontanfreisetzung
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2.7 Arbeiten mit Viren

2.7.1 Epstein-Barr-Virus

Als Quelle fur humanes Wildtyp-EBV zur Generierung von lymphoblastoiden Zelllinien
(LCLs) diente die mit Referenzstamm B95.8 partiell lytisch, infizierte, lymphoide
Krallenaffen-Zelllinie gleichen Namens. B95.8 Zellen sezernieren bei fortlaufender
Kultivierung infektioses EBV in den Kulturuberstand. Die U"bersta'ilde dieser Zelllinie konnen
nach Filtration (0,45 pm) unmittelbar fur die Infektion und Immortalisierung von B-Zellen
verwendet werden. Solche Uubersta"nde bleiben bei Lagerung bei 4°C mehrere Wochen fur

diesen Zweck verwendbar.

2.7.2  Cytomegalovirus

Subkonfluente MRC-5-Zellen wurden mit dem humanen Cytomegalovirus des
Referenzstamms ADI169 infiziert, indem 0,1 infektiose Viren pro Zelle (multiplicity of
infection, MOI=0,1) auf die Fibroblasten gegeben wurde. Die Kultivierung wurde fortgesetzt,
bis 80-90% der Zellen zytopathische Effekte (runde oder elliptische Form, gelockerte
Adharenz, teils Vergr(;Berte Zellen) zeigten. Der U“berstand wurde vorsichtig abgenommen
und wurde dann zur Weiterinfizierung oder zum Anlegen von Virusstocks verwendet. Zum
Anlegen eines Virusstocks wurde der U"berstand abgenommen und 10 min bei 1000 g
zentrifugiert. Falls nach der Ernte des U"berstandes die meisten infizierten Zellen noch
adharierten, wurden sie vorsichtig mit frischen Medium uberschichtet und nach weiteren 24
Stunden der U“berstand erneut geerntet. Die Prozedur wurde solange die Zellen adharent

blieben wiederholt.
Zur Abschatzung der Virustiter wurden die Uberstande in Verdu}mungsreihen zur Infektion

von Fibroblasten in 96-Loch-Platten verwendet. Zwei Wochen nach Infektion wurden

infizierte und nicht infizierte Locher gezahlt.

41



Material und Methoden

2.7.3 Rekombinante Vacciniaviren

Zur Propagierung von rekombinanten Vacciniaviren wurden konfluente Zellen der Linie
BSC-40 mit 2 x 10’ Viren pro 175-cm*-Flasche infiziert. Sobald ca. 90% der BSC-40-Zellen
einen zytopathischen Effekt zeigten, wurden die Zellen geerntet, indem noch adharente Zellen
mit einer Pipette abgespuit wurden. Die Zellen wurden abzentrifugiert, der U“berstand
verworfen und die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert. Zum Zellaufschlu wurde die
Suspension dreimal im Wechsel in ﬂuésigem Stickstoff eingefroren, im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und 20 s kraftig resuspendi.c.ert. Danach wurden die Zelltrummer bei 300 g fur 5 min

abzentrifugiert und der virushaltige Uberstand bei -80°C gelagert.

Zur Titerbestimmung wurden Vaccinia-Praparate in Verdﬁﬁnungsreihen auf BSC-40-Zellen

oder MRC-5-Zellen in 96-Loch-Platten titiriert.

Zur Verwendung als Zielzellen wurden Fibroblasten, mini-LCLs oder B-Blasten 12 Stunden

vor Verwendung mit rekombinanten Vacciniaviren (MOI=10) infiziert.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung und Charakterisierung von B-Blasten

3.1.1 Generierung und Langzeitkultivierung von B-Blasten

CD40-aktivierte B-Zellen, auch B-Blasten genannt, sind hocheffiziente Antigen-
prasentierende Zellen (Schultze et al., 1997; von Bergwelt-Baildon et al., 2002). Die CD40-
Ligand-(CD40L)-stimulierten B-Blasten wurden in den hier gezeigten Experimenten als
EBV-freie Zielzellen oder als Stimulatoren in T-Zellassays verwendet. Zunachst wurde das

Verfahren zur effizienten Herstellung von B-Blasten etabliert und optimiert.

In den bisher publizierten Protokollen wurden B-Blasten aus groBen Zellzahlen primarer B-
Zellen hergestellt. Dafur wurden 2 x 10° PBMCs in 6-Loch-Platten mit CD40L-Zellen
kokultiviert (Garrone et al., 1995; Schultze et al., 1997). Bei einem von fuhf Spendern konnte
unter Verwendung hoher Anfangszellzahlen eine Kontamination der Kulturen mit endogenem
Wildtyp-EBV des Spenders beobachtet werden. Um das Risiko einer Kontamination durch
EBV zu verringern, wurden alle in dieser Arbeit verwendeten B-Blasten aus kleinen

Anfangszellzahlen hergestellt.

Die fur die B-Zellkulturen notwendigen CD40L-Zellen wurden letal bestrahlt (50Gy).
Unabhangig von der Anzahl der Vertiefungen wurden anschlieBend pro Multi-Loch-Platte 7,5
x 10° CD40L-Zellen ausplattiert. Nach 12 - 18 h waren die Zellen adhariert und konnten zur
Kokultivierung mit PBMCs und B-Blasten verwendet werden. CD40L-stimulierte B-Blasten
wurden aus PBMCs generiert, indem 2,5 x 10%, 5 x 10* oder 1 x 10° PBMCs in einer
Vertiefung einer 96-Loch-Flachbodenplatte mit CD40L-Zellen kokultiviert wurden. Das
Medium wurde mit IL-4 (2 ng/ml) und Cyclosporin A (1 pg/ml) supplementiert. Die
kultivierten Zellen wurden alle 3 - 5 Tage auf neue Platten mit frischen CD40L-Zellen
transferiert und vorsichtig expandiert. Langzeitkulturen wurden in 6-Loch-Platten kultiviert

und zweimal pro Woche 1:2 expandiert.
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3.1.2 Uberpru}ung der generierten Zelllinien auf Abwesenheit von Wildtyp-EBV

Um zu verifizieren, dass die auswachsenden B-Blasten nicht durch endogenes Wildtyp-EBV
des Spenders immortalisiert waren, wurde in unregelmaBigen Abstanden, spatestens aber alle
vier Monate, die Abwesenheit spezifischer Wildtyp-EBV-Sequenzen (gp85), wie unter 2.4.4.3
beschrieben, L{Berprﬁft. Abbildung 3.1 A zeigt ein Beispiel einer solchen Analyse von 4
Spendern. Als Kontrolle dienten mit B95.8 immortalisierte LCLs des gleichen Spenders (Abb.
3.1 B). Alle auf diese Weise hergestellten B-Blasten waren zu allen getesteten Zeitpunkten

frei von EBV.

A F60BL F62BL F63BL F64BL B F64B

M G K G K G K G K

Abb. 3.1: PCR-Analyse der DNA aus B-Blasten (BL) von vier Spendern auf EBV-
spezifische DNA. (A) Bei den vier Spendern F60, F62, F63 und F64 konnte das Gen fur das
Glykoprotein gp85 aus EBV nicht nachgewiesen werden (mit G gekennzeichnete Spuren).
Mit K gekennzeichnete Spuren zeigen den Nachweis eines Kontroll-Locus auf dem humanem
Genom (B-Globin), der bei allen Proben positiv war. (B) gp85 konnte in B95.8-
immortalisierten Linign nachgewiesen werden (Spur G); hier gezeigt fur Spender F64. Spur K
zeigt die Kontrolle fur das Gen 3-Globin. M: DNA-Marker pUCS8

3.1.3 Langzeitkultivierung der B-Blasten

Bisher wurde fur B-Blasten eine Kultivierungsdauer von von maximal 76 Tagen beschrieben
(Banchereau ef al., 1991; Lapointe et al., 2003; Schultze et al., 1997; von Bergwelt-Baildon et
al., 2002). Oft konnte ein Absterben der Kulturen nach einigen Wochen aus unbekannten
Gru}lden beobachtet werden (Banchereau et al., 1991), oder es wurde eine Kontamination
durch endogenes EBV beobachtet, sodass in kurzer Zeit EBV-transformierte B-Zellen in der
Kultur dominierten (Banchereau et al., 1991; Schultze et al., 1997). Ausgehend von kleinen
Anfangszellzahlen konnten im Rahmen dieser Arbeit EBV-freie B-Blasten bis zu 800 Tagen
in Kultur gehalten werden (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Langzeitkultivierung von B-Blasten. Alle B-
Blasten zeigten unverminderte Proliferation im gesamten
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Die Versuche, B-Blasten aus 25 Spendern zu expandieren, waren bei allen Spendern
erfolgreich und aus allen EBV-positiven und -negativen Normalspendern konnten eine oder
mehrere unabhangige B-Blastenlinien generiert werden. Nach einer Etablierungsphase von
etwa 50 Tagen proliferierten alle B-Blasten-Linien kontinuierlich weiter. Kulturen, die nicht
mehr aktuell ben(')‘tigt wurden, wurden zur spateren Verwendung kryokonserviert. Alle
kryokonservierten Kulturen zeigten am Ende ihrer Kultivierung unverminderte Proliferation
und waren EBV-frei. Die kontinuierliche Stimulation durch CD40L und IL-4 war bei der
Langzeitkultivierung essentiell. EBV-freie B-Zelllinien, die unabhangig von der Zugabe von

IL-4 und der Stimulation durch CD40L proliferierten, konnten nie beobachtet werden.

3.1.4 Bestimmung von Telomerase-AKktivitat und Nachweis stabiler Telomerlangen in

Langzeit-B-Blastenkulturen

In EBV-transformierten B-Zellen ist zunachst eine Abnahme der Telomerlange zu beobachten
(Counter et al., 1992), und die meisten transformierten Zellen sterben nach maximal 160
Zellteilungen (Counter et al., 1992; Kataoka et al., 1997). Die Entwicklung einer starken
Telomerase-Aktivitat, und damit eine Stabilisierung der Telomerenden, scheint eine
Voraussetzung fur die Immortalisierung EBV-transformierter B-Zellen zu sein. Neben einem

Anstieg der Telomerase-Aktivtat ist eine Ahderung des Karyotyps von diploid zu aneuploid
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zu beobachten (Counter et al., 1994; Kataoka et al., 1997; Okubo et al., 2001; Tahara et al.,
1997). Die Induktion einer hohen Telomerase-Aktivitat wahrend des
Immortalisierungsprozesses von EBV-infizierten B-Zelllinien ist typisch, und ein Publikation
berichtet einen Aktivitatsanstieg um mehr als das 50fache (Kataoka et al., 1997). In
Abbildung 3.3 ist am Beispiel der Spender Hai und Len gezeigt, dass die generierten B-
Blasten-Linien eine hohe Telomerase-Aktivitat uber den gesamten Zeitraum der Kultivierung
zeigten. Die relative Telomerase Aktivitat wurde, wie unter 2.4.4.5 beschrieben, mittels des
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA™Y® Kit der Firma Roche bestimmt. Hierbei wird die
mittlere Telomerase-Aktivitat in Relation zu einem Standard (im Kit enthalten) ermittelt.
Frisch isolierte PBMCs zeigten eine relative Telomerase-Aktivitat von 5 (Spender Len) bzw.
3 (Spender Hai). Im Vergleich hierzu war die Aktivitat zu spateren Zeitpunkten bis zu 40fach
erhoht.
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Abb. 3.3: Telomerase-AKktivitat von B-Blasten-Linien zweier
Spender, gemessen zu verschiedenen Zeitpunkten der
Kultivierung. Zur Bestimmung der Aktivitat wurde der
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA™Y Kit der Firma Roche
verwendet, der auf auf dem TRAP-Assay basiert (Kim et al., 1994).
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In frisch etablierten Zellen, die keine Telomeraseaktivitat zu Anfang aufweisen, korreliert die
Telomerlange in vitro mit dem Replikationspotential der Zellen. Zellen, die eine kritische
Lange ihrer Telomere unterschreiten, zeigen Anzeichen der Seneszenz (Allsopp et al., 1995).
Die Lange der Telomere in CD40-stimulierten B-Blastenlinien wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten mittels Southern-Blot-Analyse der terminalen Restriktionsfragmente bestimmt.
Diese Fragmente entstehen, wenn die genomische DNA mit den Restriktionsenzymen Hinf'|
und Rsa I enzymatisch hydrolysiert wird. Zur Abschatzung der mittleren Telomerlange wurde
mit Hilfe des Programms ,,NIH Image* (Research Service Branch) ein Densitogramm der
einzelnen Spuren erstellt. In das Densitogramm wurde eine Gerade, die 80% der
Maximalintensitat entspricht, gelegt. Die Gerade bildet mit der Kurve des Densitogramms
zwei Schnittpunkte, die der oberen bzw. unteren Grenze der in Abbildung 3.4 B angegebenen
mittleren Telomerlange entspricht. Diese blieb, nach anfanglicher Verkurzung, uber den
gesamten Zeitraum der Kultivierung stabil. Bei den untersuchten B-Blasten des zweiten
Spenders verkurzten sich die Telomere zunachst ebenfalls, aber nach dem Anstieg der
Telomerase-Aktivitat ab Tag 425 (Abb. 3.3) konnte eine stetige Zunahme der mittleren
Telomerlange beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Somit wurden bei B-Blasten von
beiden Spendern eine Stabilisierung der Telomere und dauerhafte Telomerase-Aktivitat

beobachtet.
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Abb. 3.4: Telomerlange und Korrelation mit
Telomerase-AKktivitat. (A) Southern-Blot der terminalen
Restriktionsfragmente des Spenders Hai zu verschiedenen
Zeitpunkten der Kultivierung. Als Kontrolle wurde eine
permanente Leukamiezelllinie analysiert (K562). (B)
Telomerase-Aktivitat (schwarze Linie), ermittelt mit dem
TeloTAGGG Telomerase PCR ELISA™ S Kit der Firma
Roche, und mittlere Telomerlangen (graue Balken),
ermittelt wie im Text beschrieben.
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3.1.5 Karyotypisierung zweier B-Blastenlinien

Karyotypisierungen wurden freundlicherweise von Frau Dr. Christine Mayr am Institut fur
Humangenetik der Technischen Universitat Munchen durchgefu.l'lrt. Bei allen untersuchten
Kulturen wurde ,,chromosome painting® mit anschlieBender Banderungsanalyse durchgefuhrt
(Eils et al., 1998). Untersucht wurde die B-Blasten-Linie von Spender Hai an Tag 776 und die
B-Blasten-Linie des Spenders Len an Tag 110, 295, 499 und 768. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 3.1 zusammengefalit.

Tab. 3.1: Karyotypen von B-Blasten-Kulturen der Spender Hai und Len

Linie Kulturtag Karyotyp

Hai BL 776 46, XY, der(4)t(2;4)(p13;p16)
Len BL 110 46, XY

Len BL 295 46, XY, t(14;18)(p32;922)
Len BL 499 46, XY, t(14;18)(p32;922)
Len BL 768 46, XY, t(14;18)(p32;922)

B-Blasten des Spenders Len zeigten an Tag 110 einen normalen Chromosomensatz. Ab Tag
295 hatten dagegen alle Zellen ein einheitliches Muster einer Translokation
[t(14;18)(p32;922)], das sich bis Tag 768 nicht mehr anderte. Zwischen diesen beiden
Zeitpunkten muf3 eine massive Selektion zugunsten eines Zellklons mit dieser Translokation
stattgefunden haben. Auch bei Spender Hai zeigten alle Zellen zum Zeitpunkt der
Untersuchung eine einheitliche Chromosomen-Aberration. Hier wurde an die komplette
Sequenz des Chromosoms 4 cine Kopie des Chromosoms 2 ab pl3 angehangt, wobei
Chromosom 2 weiterhin intakt vorlag. Ausgehend von der Annahme, dass die gleiche
Mutation nicht unabhangig voneinander in verschiedenen Zellen stattgefunden hat, muss

angenommen werden, dass die Linien monoklonal waren.
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3.1.6 Charakterisierung von Oberflachenmarkern verschiedener B-Blastenlinien

Wie kurzlich beschrieben sind B-Blasten an Tag 8 zu uber 80% CD19'CD3" und bereits nach
ca. drei Wochen einheitlich CD19'CD3" (Lapointe ef al., 2003; Schultze et al., 1997). Eine
solch fruhe Analyse der in dieser Arbeit generierten B-Blasten Linien war auf Grund der
kleinen Anfangszellzahlen nicht m(;glich. Fur eine genauere Charakterisierung der in dieser
Arbeit verwendeten B-Blasten-Linien wurden FACS-Analysen zu spateren Zeitpunkten der
Kultivierung (ab Tag 50) durchgefuilrt (Abb. 3.5). Alle untersuchten Zelllinien waren
einheitlich CD19"CD3" ab diesem Zeitpunkt.
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Abb. 3.5: Vergleich der Expression von Oberflachenmarkern auf CD19"-B-Blasten.
Untersucht wurden Marker, die fur die T-Zell-Stimulation wichtig sind. Die dunnere Linie gibt
die Fluoreszenz der Isotypkontrolle der jeweiligen Antikorper an. Untersucht wurden LCLs
des Spenders Bra (ca. Tag 250), die Kontroll-mLCL (W) des Spenders F64 (ca. Tag 330) und
vier B-Blastenlinien der Spender F45, F46, F60 und F64. (F45/46 ca. Tag 420; F60/62 ca. Tag
330)
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Fur B-Blasten konnten vergleichbare Mengen an MHC-Molekulen beider Klassen,
Adhasionsmolekulen (CD54) und kostimulatorischen Molekulen (CD80 und CD86), wie bei
LCLs bzw. mLCLs (Kontrolllinie W, mit p1495 immortalisiert) nachgewiesen werden.
Einziger Unterschied zwischen LCLs/mLCLs und B-Blasten war die fehlende Expression von
CD21 auf B-Blasten. Bereits Lapointe ef al. konnten zeigen, dass dieser Marker an Tag acht
der Kultivierung von CD40-stimulierten B-Blasten nicht mehr exprimiert wird (Lapointe et

al., 2003). CD21 ist unter anderem der Rezeptor fur das Epstein-Barr-Virus.

Da B-Blasten zu verschiedenen Zeitpunkten als Antigen-prasentierende Zellen eingesetzt
werden sollten, war es von Bedeutung, dass die Expression der untersuchten Marker uber den
gesamten Zeitraum stabil blieb. Daher wurden verschiedene B-Blasten-Linien zu
verschiedenen Zeitpunkten mittels FACS-Analyse untersucht. In Abbildung 3.6 ist als
Beispiel die B-Blastenlinie des Spenders Hai gezeigt.
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Abb. 3.6: Phanotypische Untersuchung der B-Blastenlinie des Spenders Hai zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Expression von Oberflachenmolekulen blieb uber den
Zeitraum der Kultivigrung stabil. Die dunnere Linie gibt die Fluoreszenz der Isotypkontrolle
der jeweiligen Antikorper wieder.
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Wie fur den Spender Hai gezeigt, blieb die Expression von Markern, die fur die Stimulation
von T-Zellen wichtig sind, uber den Zeitraum der Kultivierung stabil. Die Stimulation mit
CD40L und IL-4 fuhrte zu einheitlichen Populationen von B-Zellen mit aktivierten Phanotyp
und hoher Expression von Adhasionsmolekulen wie CD54, kostimulatorischen Molekulen

wie CD80 und CD&6 und MHC-Molekuien beider Klassen.

3.1.7 Verwendung von B-Blasten in T-Zell-Assays

Im Rahmen dieser Arbeit wurden B-Blasten als Zielzellen in Zytotoxizitats-Assays und als
Stimulatoren in T-Zell-Assays zur Bestimmung der Zytokinproduktion der T-Zellen
eingesetzt. Hierzu wurden B-Blasten mit den gewunschten Peptiden oder Peptid-Pools fur 1 h
bei 37°C beladen und anschlieBend direkt eingesetzt. Dabei wurde stets eine Konzentration
von 5 pg/ml pro Peptid verwendet. Die Verwendung von autologen B-Blasten erm&glichte die
Analyse der Aktivitat der generierten T-Zelllinien im EBV-freien Kontext. In Abbildung 3.7
sind zwei Beispiele fur die pp65 1E1-spezifische T-Zelllinie des Spenders F45 gezeigt, deren
Herstellung weiter unten beschrieben ist. Fur den IFN-y- ELISA (Abb. 3.7 A) wurden 2 x 10°
T-Zellen am Tag 44 der Kultivierung mit 1 x 10* Peptid-beladenen, autologen B-Blasten in
einer Vertiefung einer 96-Loch-Platte stimuliert. Der Assay wurde, wie unter 2.6.11
beschrieben, durchgefﬁhrt. Da alle Peptide in DMSO gelc').st worden waren, wurde
unbeladenen B-Blasten als Negativ-Kontrolle jeweils die entsprechende Menge des
L(;sungsmittels zugesetzt. Abb. 3.7 B zeigt einen Europium-Freisetzungsversuch zur
Ermittlung der spezifischen Zytotoxizitat der gleichen T-Zelllinie an Tag 50. Hierbei dienten
1 x 10" beladene, autologe B-Blasten als Zielzellen fur 8 x 10° T-Zellen (Eftektor:Zielzell-
Verhaltnis = 8:1). Der Versuch wurde, wie unter 2.6.14 beschrieben, durchgefﬁﬁrt.
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Abb. 3.7: T-Zell-Assay der T-Zelllinie F45 N unter
Verwendung von autologen, Peptid-beladenen B-Blasten als
Stimulatoren und Zielzellen. (A) IFN-y-ELISA durchgefuhrt an
Tag 44 der Kultivierung. (B) Zytotoxische Aktivitat der T-Zellen
gegenuber den beladenen B-Blasten wurde an Tag 50 untersucht.
Verwendete Peptide sind mit ihrer 3-Buchstaben-Abkurzung
angegeben (siehe 2.1.6). pp65-Epitope sind durch einer
durchgezogenen Linig, IE1-Epitope mit einer unterbrochenen
Linie unter ihren Abkurzungen gekennzeichnet.

In beiden Assays ist gezeigt, dass die generierte T-Zelllinie F45 N spezifisch B-Blasten
erkannte, die mit pp65-Peptid (YSE) oder mit IE1-Peptiden (ELK und QIK) beladen waren
(verwendete Peptide siche 2.1.6). Es konnte bei diesem Spender keine T-Zell-Reaktivitat
gegen das pp65-Peptid RRR festgestellt werden. QAK-spezifische T-Zellen scheinen zwar in
der Lage zu sein IFN-y zu sezernieren, aber ihre lytische Reaktivitat scheint eingeschrankt zu
sein. Die Ergebnisse zeigen, dass B-Blasten gute Antigen-prasentierende Zellen sind, die sich
sowohl als Stimulatoren in Zytokin-Assays als auch als Zielzellen in Zytotoxizitats-Assays
eigenen und die Ermittlung des Spektrums an Reaktivitaten einer komplexen T-Zellkultur

erlauben.
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3.2 Reaktivierung von pp65-spezifischen T-Zellen

CMV-Infektionen sind immer noch ein schwerwiegendes klinisches Problem bei
immunsupprimierten Patienten, die zum Beispiel Empfanger einer allogenen
Stammzelltransplantation sind (Boeckh et al., 2003). Das Fehlen von Virus-spezifischen T-
Zellen bei solchen Patienten scheint die Ursache fur die Komplikationen zu sein (Cwynarski
et al., 2001). Auf der Suche nach Alternativen zur medikamentosen Behandlung konnte
gezeigt werden, dass der adoptive Transfer CMV-spezifischer T-Zellen zur Wiederherstellung
der T-Zell-Immunitat erfolgreich ist (Einsele et al., 2002b; Peggs et al., 2003; Riddell et al.,
1992; Walter et al., 1995).

Fur die Selektion und Expansion CMV-spezifischer T-Zellen in vitro aus peripheren Blut
wurden viele Arten von Antigen-prasentierende Zellen (APCs) und Methoden zur Herstellung
CMV-spezifischer T-Zellen untersucht. Unsere Gruppe konnte bereits zeigen, dass sich
autologe mLCLs zur Generierung von pp65-spezifischen T-Zelllinien eignen (Moosmann et
al., 2002). Bisher lag der Fokus bei der Untersuchung der generierten T-Zelllinien dabei auf
den CD8" zytotoxischen T-Zellen. In klinischen Studien uber CMV wurde aber bereits
gezeigt, dass fur eine langanhaltende Immunitat gegenuber CMV die Applikation von CD8"
und CD4" Antigen-spezifischen T-Zellen n(;.tig ist (Einsele et al., 2002b; Peggs et al., 2003;
Walter et al., 1995). Daher sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich mLCLs zur
Generierung CD4" und CD8" CMV-spezifischer T-Zellen eignen. Daruber hinaus sollte durch
geeignete Wahl der Spender ein m(;glichst breites Spektrum an HLA-Typen abgedeckt
werden (Tab. 3.2). In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse fur die in Tabelle 3.2
aufgefuhrten Spender gezeigt. Alle vier Spender waren CMV- und EBV-positiv. Bei der
Auswahl wurde auch darauf Wert gelegt, dass fur die Charakterisierung der T-Zelllinien

Peptide und Tetramere fur mindestens ein CMV- und ein EBV-Epitop zur Verfu.;gung standen.

Tab. 3.2: HLA-Typen der Spender
Spender  HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DQ HLA-DRB1 DRB3/4/5

F45 1,68 8, 14 7,8 3,6 13,15 3,5
F46 3,11 7,3501 4,7 6 13,15 3,5
F60 2,26 7,38 7, 1203 1,6 8,13 3
F62 3 3501, 52 4, 1202 1,6 1,15 3
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3.2.1 Proliferation von generierten T-Zelllinien

Die Verwendung von FCS konnte in der klinischen Anwendung Probleme bereiten, weshalb
das hier verwendete Medium mit 2% humanem Serum AB (statt mit 10% FCS)
supplementiert wurde. PBMCs wurden mit der autologen pp65-mLCL, wie unter 2.6.7
beschrieben, stimuliert. In Abbildung 3.8 ist das Wachstumsverhalten der T-Zelllinien der
vier Spender gezeigt. Als Kontrolle ist eine mit 10% FCS kultivierte T-Zelllinie des Spenders
TW gezeigt. Unter diesen Bedingungen war es m(;glich, T-Zelllinien zu generieren. Die

Zellen proliferierten allerdings weniger stark als bei Zugabe von 10% FCS.
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Abb. 3.8: Expansion von pp65-mLCL-stimulierten T-Zelllinien. Bei
den Spendern F45, F46, F60 und F62 wurden 2% humanes Serum AB dem
Kulturmedium zugesetzt. Zum Vergleich wurden Zellzahlen einer T-
Zellkultur des Spenders TW angegeben (kultiviert mit 10% FCS).
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3.2.2 Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen

Die generierten T-Zelllinien wurden auf die Expression der Oberflachenmolekule CD8 und
CD4 untersucht (Abb. 3.9 A). Epitop-spezifische, CD8-positive T-Zellen konnten mittels
HLA/Peptid-Tetramer-Farbungen (siche Abschnitt 2.6.9) identifiziert werden. Bei allen vier
Spendern konnten pp65-spezifische T-Zellen expandiert werden. In Abbildung 3.9 B sind die
Ergebnisse der Tetramer-Analysen von zwei Spendern (F46 und F60) exemplarisch

dargestellt.
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Abb. 3.9: Phanotypische Untersuchung generierter T-Zelllinien. (A) Der Phanotyp der
unterschiedlichen T-Zelllinien wurde an Tag 35 (F45 und F46) bzw. an Tag 44 (F60 und
F62) untersucht. In allen Fallen dominierten CD8" T-Zellen die Kulturen. Je nach Spender
konnten zwischen 6,3% und 34% CD4" T-Zellen detektiert werden. (B) Epitop-
spezifische T-Zellen wurden mit HLA-Klassg-1/Peptid-Komplexen detektiert. Gezeigt
sind die Ergebnisse einer solchen Analyse fur die Spender F46 und F60. Verwendete
Tetramere sind mit ihrer 3-Buchstaben-Abkurzung angeggben (siche 2.1.6).
Unterstrichene Buchstaben stehen fur pp65-Epitope, unmarkierte fur Epitope aus latenten
EBV-Proteinen.

FACS-Analysen der T-Zellkulturen ergaben, dass bei allen Zelllinien die CD8" T-Zellen
dominierten. Spenderabhangig konnten aber auch zwischen 6,3% und 34% CD4" T-Zellen

detektiert werden. Bei allen Spendern war eine Expansion pp65-spezifischer T-Zellen (IPS
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und TPR bei Spender F46; NLV und TPR bei Spender F60) zu beobachten. TPR schien dabei
in Spender F46 - innerhalb der detektierbaren Spezifitaien - immundominant zu sein (4%),
wobei dieses CD8-Epitop in Spender F60 nur eine untergeordnete Rolle zu spielen schien
(0,8%); bei diesem Spender wurden NLV-spezifische T-Zellen starker expandiert (6,6%). In
Abb. 3.10 ist die Expansion von T-Zellen mit unterschiedlicher Spezifitat fur alle vier
Spender dargestellt, ermittelt durch relative Tetramerfarbungen der T-Zellen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung. Die Daten beschranken sich auf die Epitope,

fur die Tetramere zur Verfugung standen.
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Abb. 3.10: Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen. Der Anteil der T-Zellen, die
spezifisch fur verschiedene Epitope von pp65 und latenten EBV-Antigenen sind, wurde
durch Tetramer-Farbung bestimmt (siehe 2.6.9). CMV-pp65-Epitope sind durch
durchgehende, EBV-Epitope durch unterbrochene Linien dargestellt.
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Im Gegensatz zu CMV-spezifischen T-Zellen konnten EBV-spezifische T-Zellen in den
meisten Fallen nicht in dem gleichen Mal} expandiert werden, und in einigen Fallen wurde
sogar eine Abnahme der EBV-spezifischen T-Zellen beobachtet. So wurden zum Beispiel in
frisch isolierten PBMCs des Spenders F60 T-Zellen nachgewiesen, die gegen das Epitop CLG
aus dem latenten Antigen LMP2 gerichtet waren. Nach einigen Wochen jedoch waren T-
Zellen mit dieser Spezifitat nicht mehr detektierbar. Ebenso verhielt es sich mit YPL-
spezifischen T-Zellen des Spenders F62. In allen Linien dominierten pp65-spezifische T-
Zellen. Die ex vivo-Analysen zeigten, dass in den meisten Fallen die Zahl der Vorlauferzellen,
die spezifisch fur pp65-Epitope waren, gr(;Ber war als die Zahl EBV-spezifischer

Vorlauferzellen.

3.2.3 Antigenspezifische IFN-y-Produktion der T-Zellen

FACS- und Tetramer-Analysen lassen nur eine Aussage uber die Anwesenheit bestimmter
Marker oder T-Zellrezeptoren, nicht aber uber die Funktion der Zellen zu. Daher wurden die
T-Zellen auf Effektorfunktionen, zum Beispiel die Sekretion von IFN-y, untersucht. Mittels
des sehr sensitiven IFN-y-ELISAs konnte die Spezifitat und HLA-Restriktion der T-Zelllinien
untersucht werden und somit eine Aussage uber die Funktionalitat der generierten T-Zellen
getroffen werden. Als Stimulatoren wurden autologe mLCLs, autologe, Peptid-beladene B-
Blasten und allogene, HLA-kompatible oder -inkompatible mLCLs verwendet. Diese
Analysen zeigten, dass die pp65-mLCL-stimulierten T-Zellen nur pp65 erkannten. Sie
reagierten sowohl mit IFN-y-Sekretion, wenn die Stimulatoren pp65-Antigene endogen
exprimierten als auch wenn sie exogen mit pp65-Peptiden beladen wurden (Abb. 3.11). Die
Erkennung der Zielzellen war in allen Fallen HLA-restringiert. Exemplarisch sind Ergebnisse
des Spenders F45 an Tag 35 (3.11 A) und F60 an Tag 44 (3.11 B) dargestellt. Zur Stimulation
der T-Zellen wurden, wie unter 2.6.12 beschrieben, immer 1 x 10* APCs eingesetzt. Im Fall
des Spenders F45 wurden 1 x 10* Effektoren, im Falle des Spenders F60 nur 2,5 x 10°
Effektoren pro Ansatz eingesetzt. Dies erklart den detektierten Unterschied der IFN-y-
Produktion. Aufgrund der Sensitivitat des ELISAs konnte die Spezifitat der T-Zelllinien zu
sehr fruhen Zeitpunkten der Kultivierung (Tag 17) untersucht werden. Gezeigt werden hier
allerdings Ergebnisse zu relativ spaten Zeitpunkten der T-Zell-Kulturen, um die Daten besser
mit den Ergebnissen der Zytotoxizitats-Analysen (siche nachfolgender Abschnitt 3.2.4)

vergleichen zu konnen. Die Ergebnisse entsprechen aber denen fruherer Zeitpunkte.
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Abb. 3.11: IFN-y-Produktion der T-Zelllinien der Spender F45
(A) und F60 (B) nach Stimulation mit HLA-kompatiblen und
-inkompatiblen Antigen-prasentierenden Zellen. Gezeigt sind
Analysen von Tag 37 (F45) bzw. Tag 44 (F60). Von Spender F45
wurden 1 x 10* T-Zellen, bei Spender F60 2,5 x 10° T-Zellen pro
Ansatz eingesetzt (jeweils 1 x 10* Stimulator-Zellen). pp65-Epitope
sind unterstrichen.
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3.2.4 Zytotoxizitats-Analysen der T-Zelllinien

Die Antigen-spezifische Lyse von Zellen, die das Zielgen exprimieren, ist die wichtigste
Effektorfunktion von zytotoxischen T-Zellen. Zur Analyse der Zytotoxizitat werden
Zielzellen mit einem Markierungsreagenz behandelt, das nur im Falle des Zelltodes beim
darauthin erfolgenden Zerfall der Zellmembran wieder freigesetzt werden kann. In dieser
Arbeit wurde der organische Chelatligand BATDA zur Markierung eingesetzt, der in der
Zelle zu TDA hydrolysiert wird (Blomberg et al., 1996).

TDA-Freisetzungsversuche wurden ab Tag 25 der Kultivierung, wie in Abschnitt 2.6.14
beschrieben, durchgefuhrt. Als Zielzellen wurden autologe mLCLs, autologe, Peptid-beladene
B-Blasten und allogene, HLA-kompatible oder -inkompatible mLCLs verwendet. Abbildung
3.12 zeigt die Ergebnisse von Experimenten mit T-Zellen des Spenders F45 an Tag 44 und
des Spenders F60 an Tag 37. Die T-Zelllinien zeigten gegenu'l.)er pp65-exprimierenden
Zielzellen eine spezifische Lyse von bis zu 100% der Zielzellen bei einem Effektor:Zielzell-
Verhaltnis von 8:1. Die Ergebnisse der Zytotoxizitats-Analysen deckten sich mit den Daten
der IFN-y-ELISA-Assays (Abb. 3.11). Wie bereits durch Tetramer-Analysen gezeigt werden
konnte (Abb. 3.10), blieb bei Spender F45 der prozentuale Anteil QAK-spezifischer T-Zellen
ab Tag 16 der Kultivierung gleich. Die geringe Lyse QAK-beladener B-Blasten an Tag 44,
verglichen mit der Reaktivitat der T-Zellen gegen QAK-beladene B-Blasten im IFN-y-
ELISA-Assay an Tag 37 (Abb. 3.11), zeigt, dass die zytotoxische Reaktivitat dieser Zellen
geringer ist als ihre IFN-y-Sekretionsaktivtat. In der T-Zelllinie des Spenders F60 konnten zu
allen Zeitpunkten der Kultivierung nur sehr wenige EBV-spezifische T-Zellen nachgewiesen
werden, was in Einklang mit der in allen durchgefuhrten Assays festgestellten geringen

Reaktivitat der T-Zellen gegen EBV war.
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Abb. 3.12: Zytotoxische Reaktivitat der T-Zelllinien von Spender
F45 (A) und F60 (B). Experimente wurden _an Tag 44 (F45) bzw.
Tag 37 (F6Q) der Kultivierung durchgefuhrt. Gezeigt sind die
Ergebnisse fur das Effektor:Zielzell-Verhaltnis von 8:1. pp65-Epitope
sind unterstichen.
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3.2.5 Expansion Epitop-spezifischer, IFN-y-produzierender T-Zellen

Um eine Aussage uber die Anzahl funktioneller, Epitop-spezifischer T-Zellen zu machen,
wurde ein IFN-y-ELISpot-Assay durchgefuhrt. Es sollte untersucht werden, ob die mittels
Tetramer-Analyse identifizierten Epitop-spezifischen Zellen auch funktional waren und wieh

hoch der Anteil solcher Zellen war.

IFN-y-ELISpot-Assays wurden ex vivo und zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultivierung
durchgefuhrt (Abb. 3.13). Dafur wurden 1 x 10 mit dem jeweiligen Peptid beladene B-
Blasten zur Stimulation verwendet. T-Zellen wurden in unterschiedlicher Verdu}mung
zugegeben, um eine Quantifizierung der IFN-y-produzierenden Zellen zu erm(').glichen (siehe
2.6.13). Fur einige der bekannten Epitope waren zum Zeitpunkt der Arbeit zwar die Peptide,
nicht aber die dazugeh&rigen Tetramere Verfu"gbar. Somit konnten im ELISpot-Assay mehr

Eptiop-spezifischer T-Zellspezifitaten untersucht werden.
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Abb. 3.13: Expansion Epitop-spezifischer, IFN-y- sezernierender T-Zellen:
Der Anteil Epitop-spezifischer T-Zellen wurde mittels IFN-y-ELISpot
ermittelt. pp65-Epitop-spezifische T-Zellen werden durch durchgehende
Linien, EBV-Epitop-spezifische T-Zellen durch unterbrochene Linien
dargestellt.
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Beide Analysen zeigten uBereinstimmend, dass zu allen Zeitpunkten CMV-spezifische T-
Zellen dominierten. Die Dominanz CMV- uber EBV-Epitop-spezifischer T-Zellen konnte in
den meisten Fallen uber die Dauer der Kultivierung bewahrt werden. Betrachtet man ein
individuelles Epitop eines Spenders, lieB sich zumeist beobachten, dass der Anteil Tetramer-

positiver Zellen hoher war als der Anteil IFN-y-sezernierender Zellen.

3.2.6 Einzelzellklonierung der pp65-spezifischen T-Zelllinien

Der Anteil Epitop-spezifischer T-Zellen, die durch Tetramer-Farbung und ELISpot-Assays
gefunden werden konnte, betrug nie mehr als 20% der Gesamtzellpopulation. Die
Anwesenheit weiterer Spezifitaten, eventuell gegen noch unbekannte pp65-Epitope gerichtet,
schien daher wahrscheinlich. Formale Einzelzellklonierungen sollten Aufschluss uber die
Spezifitat der verbleibenden T-Zellen geben. Einzelzellklonierungen wurden, wie unter 2.6.8
beschrieben, an Tag 45 (Spender F45 und F46) oder an Tag 31 (Spender F62) durchgefuhrt
und die Klone wurden expandiert. Zwischen 44 und 85 Klone jedes Spenders wurden auf
pp65-Spezifitat mittels [FN-y-ELISA untersucht. Als Stimulatoren wurden autologe pp65-
mLCLs und Kontroll-mLCLs verwendet. Zusatzlich wurden die Klone auf die Expression von
CDS8 und CD4 untersucht. Die Anzahl der Klone und ihre gefundene Spezifitat sind in Tabelle
3.3 dargestellt. Aufgrund der Vielzahl der getesteten Klone werden in den nachfolgenden
Abschnitten nur exemplarisch einige Ergebnisse von ausgewahlten Klonen gezeigt, die aber

die Gesamtheit der Klone mit der gefundenen Spezifitat reprasentieren.

Tab. 3.3: Klonale Analyse der pp65-mLCL stimulierten T-Zellkulturen mittels IFN-y-
ELISA

Antigen-Spezifitat

CMV EBYV oder andere nicht-reaktiv

Spender  CDS8" CD4" CDS" CD4" CDS" CD4"
F45 61 0 9 1 7 7
F46 16 11 8 2 4 3
F62 59 4 2 0 12 3
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Der Grofiteil der Klone aller Spender zeigte CMV-spezifische IFN-y-Sekretion. Die meisten
CMV-spezifischen Klone waren CDS8", doch bei zwei Spendern konnten auch CD4" T-
Zellklone gefunden werden. mLCLs sind also auch in der Lage, pp65-Epitope auf MHC-
Klasse-II-Molekulen zu prasentieren und somit spezifische CD4"-T-Zellen zu stimulieren.
Durch Einzelzellklonierungen konnte gezeigt werden, dass bei T-Zellen mit der Fahigkeit zur

Langzeitproliferation die pp65-spezifischen dominieren.

3.2.7 HLA-Restriktionen der pp65-spezifischen Klone

Um die HLA-Restriktion der einzelnen CMV-spezifischen Klone zu bestimmen, wurde ihre
Reaktivitat gegen allogene Zielzellen getestet, die m(;glichst nur in einem HLA-Klasse-I- oder
II-Allel ubereinstimmten. Tabelle 3.4 gibt einen U"berblick uber die gefundenen HLA-
Restriktionen aller Klone, die auf diese Weise getestet worden waren. Bei allen Spendern

konnten wenigstens drei unterschiedliche HLA-Restriktionen gefunden werden.

Abbildung 3.14 zeigt exemplarisch Analysen von drei CD8'- und drei CD4"-Klonen des
Spenders F46. Es wurden CD8 -Klone mit der HLA-Restriktion durch HLA-B07, A11 und
B3501 identifiziert. Analog wurden fur CD4" T-Zellklone desselben Spenders ebenfalls drei
unterschiedliche HLA-Klasse-1I-Restriktionen unterschieden (HLA-DRB1-13, DRB5 und
DRBI-15).
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Tab. 3.4: HLA-Restriktionen pp65-spezifischer T-Zellklone.

HLA-Restriktion

Spender Anzahl der Klone
Klasse I Klasse I1

F45 A68 8
B14 11
n.b.” 20

F46 All 4
B7 4

B35 8

DRBI-13 5

DRBI-15 1

DRB5 2

F62 A3 3
Cwl2 15

DRBI-1 4

a) n.b.: nicht bestimmt; diese CD8" Klone reagierten nur auf
autologe pp65-exprimierende mLCLs, nicht aber auf HLA-Klasse-

I-kompatible mLCLs.
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Abb. 3.14: Antigen-Spezifitat und HLA-Restriktion von T-Zell-Klonen. Gezeigt sind
Klone des Spenders F46. Drei CD8"-Klone (A) und drei CD4"-Klone (B) wurden mittels IFN-
v-ELISA auf ihre Reaktivitat gegenuber verschiedenen Stimulatoren getestet. Schwarze
Balken stehen fur die jeweilige pp65-exprimierende mLCL, weile Balken fur die Kontroll-
mLCL.
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3.2.8 Identifizierung der T-Zell-Epitope

Einige pp65 -spezifische T-Zellklone des Spenders F45 waren HLA-B14-restringiert (Tab.
3.4). Fur dieses HLA-Allel war bisher noch kein CMV- -Epitop beschrieben worden. Daruber
hinaus zeigten einige CMV-spezifische Klone des Spenders F45 keine Reaktivitat gegenuber
bekannten pp65-Epitopen des jeweiligen HLA-Allels (HLA-A11: GPI; HLA-B35: IPS, FPT;
Daten nicht gezeigt). Um die Epitop-Spezifitat dieser Klone zu bestimmen, wurde eine
ui)erlappende Peptid-Bank verwendet, die die gesamte Sequenz von pp65 abdeckt (Kern et
al., 2002). Jedes einzelne Peptid dieser Bank ist 15 Aminosauren lang und die einzelnen
Peptide uioerlappen sich um 11 Aminosauren, dass heifit Peptid 1 besteht aus den
Aminosauren 1-15 von pp65, Peptid 2 aus den Aminosauren 5-19 und so weiter. Diese Wahl
des Ijberlappungsbereiches und die Lange der Peptide bedeutet, dass jede m(;gliche pp65-
Sequenz von bis zu 12 Aminosauren in der Peptidbank enthalten ist. Da CD8-Epitope in der
Regel 8-11 Aminosauren nie langer als 12 Aminosauren sind, sollte die Identifizierung aller
CD8-Epitope (Kern et al.,, 2000; Maecker ef al., 2001) und der meisten CD4-Epitope
(Maecker et al., 2001) m&glich sein. Die 138 Peptide wurden so in einer zweidimensionalen
Matrix in zweimal 12 Gruppen angeordnet, was die Identifizierung der T-Zellepitope mittels

24 Einzelreaktionenerlaubt.
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13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

14 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24

15| 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36

16 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48

17 1 49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60

18 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69 | 70 | 71 | 72

19| 73 | 74 | 75 | 76 | 77 | 78 | 79 | 80 | 81 | 82 | 83 | &4

20 | 8 | 8 | 87 | 88 | 8 | 90 | 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96

21| 97 | 98 | 99 | 100 | 101 | 102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108

22 | 109 | 110 | 111 | 112 | 113 | 114 | 115 | 116 | 117 | 118 | 119 | 120

23 | 121 | 122 | 123 | 124 | 125 | 126 | 127 | 128 | 129 | 130 | 131 | 132

24 | 133 | 134 | 135 | 136 | 137 | 138

Abb. 3.15 Zusammensetzung der Peptid-Gruppen zur
Identifizierung neuer T-Zell-Epitope. 138 Peptide (jedes 15
Aminosauren lang; benachbarte Peptide besitzen einen gemeinsamen
Uberlappungsbereich von 11 Aminosauren), die die gesamte Sequenz
von pp65 abdecken, wurden in 24 Gruppen g (grau unterlegt)
angeordnet.

Fur die Epitop-Identifizierung wurden autologe B-Blasten mit den 24 Peptid-Gruppen beladen

und zur Stimulation der T-Zellklone eingesetzt. Die IFN-y-Konzentration in den Uberstanden

wurde mittels ELISA quantitativ bestimmt. In Abbildung 3.16 sind exemplarisch Ergebnisse

mit dem Klon 14 des Spenders F46 und dem Klon 39 des Spenders F45 dargestellt.
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Abb. 3.16: Identifizierung von Epitopen, die von CD8", pp65-spezifischen T-
Zellklonen erkannt werden. Gezeigt ist in (A) der HLA-B3501-restringierte Klon 14
des Spenders F46 und in (B) der HLA-B14 restringierte Klon 39 des Spenders F45. Zur
Identifizierung des Epitops wurde eine Peptid-Bank benutzt, wie in Abb. 3.15 gezeigt.
T-Zellklone wurden mit B-Blasten stimuliert, die zuvor mit den 24 Peptidgruppen
beladen worden waren. Anschlieen wurde die Konzentration von IFN-y im Uberstand
mittels ELISA quantitativ bestimmt.

Klon 14 des Spenders F46 reagierte auf die Peptid-Gruppen 7, 8 und 16 (3.16 A). Somit sollte
das gesuchte Peptid im Iji)erlappungsbereich der Peptide 43 und 44 liegen. Dieser Bereich hat
die Sequenz NQWKEPDVYYT. Eine Reaktivitat von T-Zellen eines Spenders, der ebenfalls
das HLA-Allel B3501 trug, gegen diesen Bereich von pp65 wurde bereits beschrieben (Kern
et al., 2000). Allerdings wurde das genaue Epitop und die HLA-Restriktion nicht untersucht.
Da viele beschriebene HLA-B3501-Epitope ein Tyrosin an ihrem C-terminalen Ende tragen,
wurde die Reaktivitat der B3501-restringierten Klone gegen das Nonamer NQWKEPDVY
getestet. Da zwei von zwei getesteten Klonen eine starke Reaktion gegen diese Sequenz
zeigten, wurde die Sequenz NQWKEPDVY als neues HLA-B3501-restringiertes, pp65-
Epitop identifiziert (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Neu identifiziertes HLA-
B3501 Epitop NQWKEPDVY. Getestet
wurde die Reaktivitat der T-Zell-Klone 1
und 29 des Spenders F46 auf Peptid-
beladene B-Blasten mittels IFN- -
ELISA. Als Kontrolle dienten
B-Blasten, die nur mit einer
entsprechenden Menge Losungsmittel
behandelt wurden (DMSO).

Auf die gleiche Weise wurden HLA-A11-restringierte Klone des Spenders F46 getestet. Es
konnte gezeigt werden, dass drei von drei getesteten Klonen das Nonamer ATVQGQNLK
erkannten. Dies bestatigte Daten, die kurzlich von Kondo et al. veroffentlich worden waren
(Kondo et al., 2004). In einigen Spendern scheint somit das Epitop ATV immundominant
uber das HLA-A11-Epitop GPI zu sein, das bisher als dominant in Spendern mit diesem
HLA-Allel galt (Solache et al., 1999). Analog konnte das HLA-Cw12-restringierte Epitop
VAFTSHEHF, das ebenfalls kurz zuvor von Kondo et al. beschrieben worden war, bestatigt
werden. VAF-spezifische Klone des Spenders F62 erkannten pp65-exprimierende Zielzellen
nur dann, wenn sie das HLA-Allel Cw1202, nicht aber, wenn sie das HLA-Allel Cw1203
trugen (Abb. 3.18). Die Feintypisierung des HLA-C-Lokus wurde wie unter 2.4.4.4
durchgefﬁhrt.
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Abb. 3.18: HLA-Restriktion des pp65-Epitops
VAFTSHEHF. Es wurde mittels [FN-y-ELISA getestet,
ob ein T-Zellklon des Spenders F62, der das Cwl12-
restringierte Epitop VAF erkannte, nur autologe Zellen,
die das Allel Cw1202 trugen, oder auch autologe Zellen
mit dem Cw1203-Allel erkannte. Die Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Peptids beladen.

Mit Hilfe der Peptid-Bank wurden auch die HLA-B14-restringierten CD8" T-Zellklone des
Spenders F45 analysiert. Klone mit dieser Restriktion erkannten das 15-mer
PAAQPKRRRHRPDAL. Die darin enthaltene nonamere Sequenz RRRHRPDAL stimmte mit
dem beschriebenen HLA-B14-Motif xRxxRxxxL uberein (DiBrino et al., 1994). Funf von
funf getesteten Klonen erkannten diese Sequenz. RRRHRPDAL konnte daher als neues
potentielles immundominantes pp65-Epitop bestatigt werden. Fur einen U"berblick aller

bestatigten und neu gefundenen Epitope siehe Tabelle 3.5.
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Abb. 3.19: Neu identifiziertes HLA-B14-restringiertes Epitop
RRRHRPDAL. Getestet wurde die Reaktivitat von B14-
spezifischen Klonen des Spenders F45 gegen autologe Peptid-
beladene B-Blasten mittels IFN-y-ELISA.

Auch CD4" T-Zellen wurden mittels der Peptidbank auf ihre Epitop-Spezifitat untersucht.
Ausgewahlt wurde je ein Klon jeder identifizierten HLA-Klasse-II-Restriktion. Zwei kurzlich
beschriebene CMV-Epitope konnten bestatigt werden (Khattab et al., 1997; Li Pira et al.,
2004). Hierbei handelt es sich um ein HLA-DRB1-1- und ein DRB1-13-restringiertes Epitop
(Tab. 3.5). Die Aminosauren von Position 489 bis 507 wurden in dieser Arbeit von Klonen
erkannt, die DRB5-restringiert waren. Diese Sequenz (AGILARNLVPMVATVCQN) wurde
kurzlich als wahrscheinlich DR1 1-restringiertes Epitop beschrieben (Khattab et al., 1997; Li
Pira et al., 2004). Diese Sequenz kann also anscheinend durch mindestens zwei Klasse-II-
Molekule reprasentiert werden. Zudem enthalt diese Sequenz auch das dominante HLA-
Klasse-I-Epitop (HLA-A2) NLVPMVATV. Daruber hinaus konnte ein bisher nicht
beschriebenes CD4-Epitop identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um ein HLA-DRB1-
15-restringiertes Epitop mit der Sequenz MSIYVYALPLKMLNI (Tab. 3.5).
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Tab. 3.5: HLA-Restriktionen und Epitop-Spezifitaten der pp65-spezifischen Klone

Anzahl Aminosaire- Anzahl
Spender HLA- HLA- erkanntes Epitop Position in Epitop- Referenz
Restriktion  restringierter 65 spezifischer
Klone PP Klone
F45 A68 8 n. b. - - -
diese
B14 11 RRRHRQDAL 539-547 5/5 Arbeit
n.b.o 20 n. b. - - -
Kondo
F46 All 4 ATVQGQNLK 501-509 3/3 2004
B7 4 TPRVTGGGAM 417-426 1/4 “169691‘9“
diese
B35 8 NQWKEPDVY 173-181 2/2 Arbeit
b) Li Pira
DRBI-13 5 (QPFM)RPHERNGETVL(CPKN) 261-279 11 2004
DRBI-15 1 MSIYVYALPLKMLNI 109-123 U1 diese
Arbeit
b) Khattab
DRBS 2 (AGIL)ARNLVPMVATV(QGQN)?  489-507 11 v
F62 A3 3 n. b. - - -
Cwl2 15 VAFTSHEHF 294-302 2/3 Kondo
2004
b) Khattab
DRBI-1 4 (GQNL)KYQEFFWDAND(IYRI) 505-523 11 o0

a) CD8'-T-Zell-Klone, die keine der verfu.gbaren.HLA-kompatiblen Zielzellen erkannten
b) Zwei benachbarte 15-mer Peptide mit einem Uberlappungsbereich von 11 Aminosauren wurden erkannt.

3.2.9 Reaktivitat CMV-spezifischer Klone gegen pp65-Vaccinia- oder CMV-infizierte

Stimulatoren

Um die pp65-Spezifitat noch durch ein weiteres unabhangiges System zu verifizieren, wurde
die spezifische IFN-y-Sekretierung von HLA-B35-restringierten Klonen des Spenders F46
mittels ELISA qualitativ bestimmt. Als Stimulatoren wurden HLA-B35-kompatible
Fibroblasten und autologe B-Blasten verwendet. Die Fibroblasten wurden entweder mit dem
CMV-Laborstamm AD169 oder mit einem rekombinanten Vacciniavirus mit pp65-
Expressionskassette (MVA pp65; sieche 2.1.2) infiziert. B-Blasten wurden nur mit MV A pp65
infiziert. Sowohl Fibroblasten als auch B-Blasten wurden zur Kontrolle mit einem
rekombinanten Vaccinia-Virus ohne Expressionskassette infiziert. Die Infektion der Zellen
erfolgte wie unter 2.7 beschrieben. Zusatzlich wurden auch die autologe pp65-mLCL und
Kontroll-mLCL zur Stimulation eingesetzt. Die Ergebnisse eines solchen Experiments sind in

Abbildung 3.20 fur vier Klone des Spenders F46 dargestellt.
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Abb. 3.20: CMV-spezifische IFN-y-Sekretierung. CMV-spezifische, HLA-B35-
restringierte Klone zeigen spezifische Reaktivitat gegen Vaccinia-infizierte, HLA-B35-
kompatible Fibroblasten und autologe B-Blasten und gegen CMV-infizierte Fibroblasten.

Also Kontrolle dienten die autologe pp65-mLCL und Kontroll-mLCL.

Alle Klone zeigten eine hohe Reaktivitat gegen MVA pp65 infizierte Zellen, CMV AD169

infizierte Fibroblasten wurden wesentlich schwacher erkannt. Fibroblasten und B-Blasten, die

nicht oder mit einem Vacciniastamm ohne Expressionskassette infiziert worden waren,

wurden nicht erkannt. Somit konnte gezeigt werden, dass endogen prozessiertes CMV

effektiv von den generierten Klonen erkannt wird.
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3.3 Verwendung allogener, HLA-kompatibler mLCLs zur Generierung
pp65-spezifischer T-Zelllinien

Infektionen mit CMV - zum Beispiel nach Knochenmarktransplantationen - sind trotz der
Einfuhrung neuer antiviraler PraventionsmaBnahmen und Behandlungsmethoden immer noch
ein ernstes Problem (Ljungman, 1992; Einsele, 1995; Boeckh, 1999; Einsele, 2000; Eckle,
2000). Die meisten beschriebenen Strategien zur Generierung von Virus-spezifischen T-
Zellen sind sehr zeitaufwendig, wie zum Beispiel die Verwendung Peptid-beladener
Dendritischer Zellen (DCs) (Kleihauer et al., 2001; Vannucchi et al., 2001), mit CMV-
Antigen beladener DCs (Peggs ef al., 2001; Szmania et al., 2001) oder genetisch modifizierter
APCs (Koehne et al., 2000; Kondo ef al., 2002). Auch die Generierung der in dieser Arbeit
verwendeten autologen mLCLs ben(;tigt 6-8 Wochen. Mit dem Anlegen einer groflen, viele
HLA-Kombinationen abdeckenden mLCL-Bank konnte Zeit gespart werden. Deswegen sollte
untersucht werden, ob sich HLA-kompatible, allogene mLCLs zur Stimulation CMV-
spezifischer T-Zellen eignen. Es wurden PBMCs der Spender GH und TW mit autologen und
allogenen pp65-exprimierenden mLCLs stimuliert (Tab. 3.6). Bei der Wahl der allogenen
Stimulatoren wurde darauf geachtet, dass sie in mindestens drei HLA-Klasse-I-Allelen

ubereinstimmten.

Tab. 3.6: HLA-Typen der Spender und HLA-kompatibler Spender
HLA-kompatible

T-Zell-Spender Spender HLA-A HLA-B HLA-C
GH 1,3 35,57 4,6
AM 1,26 35,57 4
™ 1 8,62 3,7
Tu226 1 8, 44 4,7
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3.3.1 Proliferation allogen stimulierter T-Zelllinien

Fur diese Versuche wurde Blut von Laborspendern verwendet. Fur den Spender GH wurden
2,5 x 10° PBMCs pro Linie, fur den Spender TW 1 x 10° PBMCs pro Linie eingesetzt.
Polyklonale T-Zelllinien wurden wie unter 2.6.7 beschrieben generiert. T-Zelllinien In
Abbildung 3.21 ist die Proliferation der autolog und allogen stimulierten T-Zelllinien der

Spender GH und TW dargestellt.

10007 —a—GH autolog stimuliert
—8—GH allogen stimuliert
1009 ——TW autolog stimuliert
-]
S ——TW allogen
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= 10
xR
-
2
N
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0’1 T T T T T T 1

0 10 18 25 39 45 52
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Abb. 3.21: Proliferation autolog und allogen stimulierter
T-Zelllinien. PBMCs der Spender GH (schwarze Symbole)
und des Spenders TW (weile Symbole) wurden mit
autologen pp65-exprimierenden mLCLs und mit allogenen
pp65-exprimierenden mLCLs eines HLA-kompatiblen
Spenders stimuliert.

T-Zelllinien, die mit allogenen pp65-exprimierenden mLCLs stimuliert wurden, zeigten eine
sehr viel starkere Proliferation als autolog stimulierte T-Zellen. Eine so starke Proliferation
konnte auch in spateren Experimenten mit anderen Spender in autologen Stimulationen nie
beobachtet werden. Wahrend der 52 tagigen Kultur vermehrten sich die mit allogenen
Stimulatoren kokultivierten T-Zellen um den Faktor 315 (Wentworth et al.) bzw. 355 (GH),
die autolog stimulierten T-Zellen nur um den Faktor 8§ (GH) bzw. 16 (Wentworth et al.).
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3.3.2 FACS-Analyse der T-Zelllinien

Um einen ersten Uberblick uber die Zusammensetzung der unterschiedlich stimulierten T-
Zellkulturen zu erhalten, wurden FACS-Analysen durchgefuhrt. Untersucht wurde die
Expression von CD8 und CD4. In Abbildung 3.22 ist die Verteilung von CD8"- und CD4"-T-
Zellen fur alle Linien dargestellt. Autolog stimulierte T-Zelllinien wurden an Tag 45, allogen

stimulierte Linien an Tag 56 untersucht.

autolog allogen
A 771 1,7 B 20 (0,6
8 133 14 (64,6
Spender ®. ® .,
P (== A=
GH C C-
Spender 5 °Q° o
TW . Sl
TR T PR G T R o
CD4 CD4

Abb. 3.22: Expanion von CD8"- und CD4"-T-Zellen. (A)
T-Zelllinien der Spender GH und TW wurden mit autologen,
pp65-exprimierenden mLCLs stimuliert. (B) PBMCs der
gleichen Spender wurden mit allogenen, HLA-kompatiblen,
pp65-exprimierenden mLCLs stimuliert. Der Phanotyp der
unterschiedlichen T-Zelllinien wurde an Tag 45 (autolog
stimulierte Linien) und an Tag 56 (allogen stimulierte
Linien) untersucht.

Die FACS-Analysen ergaben, dass in autolog stimulierten T-Zelllinien CD8"-T-Zellen
dominierten. In beiden allogen stimulierten Linien hingegen war eine starkere Expansion
CD4'-T-Zellen zu beobachten, die bei Spender GH besonders ausgepragt war und zu einer

Dominanz CD4-positiver T-Zellen fuhrte.
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Der Anteil Epitop-spezifischer CD8"-T-Zellen wurde mittels Tetramer-Farbung ermittelt. In
Abbildung 3.23 ist die Expansion Epitop-spezifischer Zellen fur die autolog und allogen

stimulierten T-Zelllinien beider Spender gezeigt.
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Abb. 3.23: Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen. Mittels Tetramer-Analyse
wurden Epitop-spezifische T-Zellen in allogen und autolog stimulierten T-Zelllinien an
Tag 28 detektiert. Gezeigt sind die Ergebnisse einer solchen Analyse fur Spender GH
(A) und Spender TW (B). pp65-spezifische Epitope sind durch Unterstreichung
gekennzeichnet.

Bei Spender TW konnte die Anwesenheit von T-Zellen mit Spezifitat gegen ein CMV-Epitop
(YSE) und ein EBV-Epitop (QAK), bei Spender GH gegen dasselbe EBV-Epitop sowie
gegen zwei CMV-Epitope (YSE und IPS) klar nachgewiesen werden, und zwar jeweils
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sowohl in der autolog als auch in der allogen stimulierten T-Zelllinie. Der Anteil spezifischer
T-Zellen in der allogen stimulierten T-Zelllinie war jedoch stets kleiner als in der autolog

stimulierten T-Zelllinie und zwar um den Faktor 6 bis 20.

3.3.3 Zytotoxizitats-Analysen autolog und allogen stimulierter T-Zelllinien

Die Antigen-spezifische Lyse von Zellen, die das Zielgen exprimieren, ist die wichtigste
Effektorfunktion von zytotoxischen T-Zellen. Da in klinischen Studien uber CMV schon
gezeigt wurde, dass fur eine langanhaltende Immunitat gegenuber CMV die Applikation von
CD8" und CD4" Antigen-spezifischen T-Zellen n(;tig ist (Einsele et al., 2002b; Peggs et al.,
2003; Walter et al., 1995), war die starkere Expansion von CD4'-T-Zellen in allogen
stimulierten T-Zellinien nicht unbedingt negativ zu bewerten. Wichtig ist die m(').gliche
Anwesenheit Antigen-spezifischer CD8'- und CD4'-T-Zellen und die Abwesenheit
alloreaktiver T-Zellen. Stellvertretend wurde hier die m(')‘glicherweise auf CD8"-T-Zellen
zuru"ckgehende zytotoxische Reaktivitat untersucht, in dem autologe mLCLs und allogene,
HLA-kompatible mLCLs als Zielzellen eingesetzt wurden. Unter anderen wurden auch die
allogenen mLCLs eingesetzt, die zur allogenen Stimulation der T-Zelllinien verwendet
worden waren. In Abbildung 3.24 sind die Ergebnisse fur die generierten Linien des Spenders

GH gezeigt. Die Linien des Spenders TW waren vergleichbar (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.24: Zytotoxische Reaktivitat von T-Zelllinien des Spenders
GH. In (A) sind die Ergebnisse einer Zytotoxizitats-Analyse an Tag 51
der allogen stimulierten T-Zelllinie gezeigt. Verwendet wurde zur
Stimulation eine pp65-mLCLs eines Al-, B53- und B57-kompatiblen
Spenders. In (B) sind die Ergebnisse an Tag 40 der autolog stimulierten
T-Zelllinie dargestellt.

Die autolog stimulierte T-Zelllinie erkannte autologe pp65-exprimierende und HLA-A1/B35-
kompatible, pp65 exprimierende Zielzellen. Die Erkennung der pp65-freien, autologen
Kontroll-mLCL war deutlich niedriger. Die Stimulation mit allogenen, HLA-kompatiblen
mLCLs fuhrte zur Generierung von Zelllinien, die autologe mLCLs nicht erkannten,

unabhangig davon, ob die Zielzellen pp65 exprimierten oder nicht. Daruber hinaus konnte
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eine pp65-unspezifische Reaktivitat gegen Zellen beobachtet werden, die zur allogenen
Stimulation der T-Zellen eingesetzt worden waren. Obwohl in allogen stimulierten T-
Zelllinien CMV-spezifische, CD8-positive T-Zellen mittels Tetramer-Farbung detektiert
wurden, war ihre Anzahl und/oder Aktivitat zu gering, um ihre Funktion im Lyseassay
feststellen zu konnen. Die Lyse von pp65- und Kontroll-mLCLs des HLA-kompatiblen zur
Stimulation eingesetzten Spenders war sehr stark, was auf eine dominierende Alloreaktivitat
innerhalb der zytotoxischen T-Zellen schlieBen lasst. Es handelt sich um eine Erkennung
bestimmter HLA-assoziierter oder -restringierter Alloantigene und nicht um eine Erkennung
invarianter B-Zellantigene. Dies konnte durch das Fehlen der Reaktivitat gegen Zielzellen
gezeigt werden, die mit den Stimulatoren HLA-inkompatibel waren. Die maximal erreichte
Lyse, der zur Stimulation eingesetzten mLCLs, war sehr hoch (nahe 100%). Dies steht in
Einklang mit der von alloreaktiven Zellen aus gesehenen hoheren Antigendichte auf den Ziel-

mLCLs.
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3.4 Beeinflussung der T-Zellentwicklung bei EBV-negativen Spendern
durch Zugabe von Zytokinen oder Antik(;rpern

Wenn naive T-Zellen das erste Mal auf ein Antigen treffen, differenzieren sie entweder in
Thl- oder Th2-Zellen (Mosmann et al., 1986), die auf Grund ihres Zytokinprofils
unterschieden werden konnen. Th1-Zellen produzieren IFN-y, Interleukin-2 (IL-2) und
Lymphotoxin-f (LT-f). Th2-Zellen hingegen produzieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-9 und
IL-13 und notwendig, um die humorale Immunantwort beispielsweise zur Abwehr parasitarer
Wurmer zu induzieren. Diese ersten Erkenntnisse wurden in der Maus gewonnen, konnen
aber auf den Menschen Ll:l:')ertragen werden (Del Prete et al., 1991). Die Entwicklung Antigen-
spezifischer CD4"-Zellen in Th1- oder Th2-Zellen wird durch viele Faktoren, besonders aber
durch das Zytokinmilieu wahrend der Anfangsphase der Immunantwort beeinflusst (Abbas et
al., 1996). Entscheidende Funktionen haben dabei IL-4, das fur die Entwicklung zu Th2-
Zellen ben(')'tigt wird, und IL-12, das wiederum die Th1-Entwicklung unterstutzt (Ma et al.,
1996; Wynn et al., 1995). Weiterhin ist bekannt, dass IL-10 insbesondere auf Th1-Antworten
immunsuppressiv wirkt (Moore ef al., 2001). Die Th-Subpopulationen konnen sich durch die

unterschiedliche Zytokin-Sekretion auch gegenseitig in ihrer Entwicklung hemmen.

In diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob mit Hilfe des mLCL-Systems eine
Generierung EBV-spezifischer T-Zellen aus EBV-negativen Spendern m(.)'glich ist. In
Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die T-Zellkulturen bei Stimulation von T-Zellen
eines negativen Spenders, von CD4-T-Zellen dominiert wurden (A. Moosmann, persc;nliche
Mitteilung). Dabei fiel auf, dass die Proliferation dieser Antigen-nichtspezifischen T-Zellen
meist ahnlich oder sogar starker war als die Proliferation von T-Zellkulturen EBV-positiver
Spender. Die Vermehrung entsprechender nichtspezifischer T-Zellen wurde also bei
Seropositiven anscheinend durch die spezifischen T-Zellen inhibiert. Diese EBV-spezifischen
T-Zellen weisen, ebenso wie die bisher beschriebenen CMV-spezifischen T-Zellen, generell
ein typisches Th1-Verhalten auf, gepragt durch die Sekretion von Zytokinen wie IFN-y. Daher
lag es nahe, zu untersuchen, ob die nichtspezifische T-Zellexpansion bei Seronegativen sich
durch Zugabe von Thl-Zytokinen oder durch Abfangen von Th-2-Zytokinen reduzieren lief3.
Um das Verhaltnis CD8-/CD4-positiver T-Zellen zu verschieben und eine unspezifische
Reaktion zu unterdru"cken, wurden T-Zelllinien eines EBV-negativen Spenders (AM) in
Gegenwart eines monoklonalen Antik(;rpers gegen IL-4 (10 ug/ml), eines monoklonalen

Antik(;i‘pers gegen IL-10 (10 wg/ml) oder von rekombinantem IL-12 (0,1 ng/ml) generiert.
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Zur Kontrolle wurden T-Zelllinien eines EBV-positiven Spenders (Wentworth ef al.) unter
den gleichen Bedingungen generiert. Fur die Stimulation wurde die jeweils autologe Kontroll-

mLCL verwendet.

3.4.1 Zytokinprofil der generierten T-Zelllinien

Um den Effekt der zugegebenen Antik(;rper und IL-12 auf die Zytokinproduktion der T-
Zelllinien zu untersuchen, wurde an Tag 6 der Kultivierung die Anwesenheit verschiedener

Zytokine im Uberstand der Kulturen quantifiziert, wie unter 2.6.11 beschrieben (Abb. 3.25).

Im Gegensatz zu T-Zellkulturen des EBV-positiven Spenders TW produzierten Kulturen des
EBV-negativen Spenders AM gr(')'Bere Mengen an IL-2, ein Effektorzytokin, das
hauptsachlich von Thl-Zellen synthetisiert wird und fur die Aktivierung naiver T-Zellen
wichtig ist (O'Garra, 1998 #484; Ben-Sasson, 1990; LeGros, 1990). Die Produktion wurde
durch Supplementierung des Mediums mit IL-12 reduziert. Die Zugabe von Antik(;rpern
gegen IL-10 und IL-4 hatte auf die Sekretion von IL-4 ebenso keinen Einfluss, wie die
Zugabe von IL-12. Bei Betrachtung des Zytokins IL-4 fand sich zu diesem fruhen Zeitpunkt
kein Unterschied zwischen EBV-positivem und -negativem Spender. Wie zu erwarten war,
konnte durch Applikation eines anti-IL-lO-Antik(;i’pers die Menge an IL-10 im U"berstand
deutlich verringert werden. Insgesamt sezernierten Kulturen des EBV-negativen Spenders
mehr IL-10 und weniger IFN-y als Kulturen des positiven Spenders. Beides sprach fur die
These, dass bei seronegativen Spendern vermehrt Th2-Stimulation stattfand. Durch IL-12-
Zugabe konnte zwar die IL-10-Sekretion nicht reduziert werden, wohl aber wurde die IFN-y-
Produktion bei beiden Spendern sehr deutlich, auf das mindestens 10fache erhoht. Es ist
bekannt, dass IL-12 die Produktion verschiedenster Zytokine induziert. Insbesondere wird die
IFN-y-Produktion angeregt (Curfs et al., 1997), was durch die hier gezeigten Daten bestatigt
werden konnte. Die Sekretion von IFN-y wurde durch IL-12-Zugabe in beiden Kulturen

drastisch gesteigert.
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Abb. 3.25: Einfluss unterschiedlicher Faktoren auf die Zytokinproduktion
der T-Zelllinien der Spender AM (EBV-negativ) und TW (EBV-posititiv).
PBMCs wurden mit der jeweiligen autologen Kontroll-mLCL stimuliert. Das
Medium wurde mit IL-12 (0,1 ng/ml), anti-IL-10-Antikorper (10 ug/ml) oder
anti-1L-4-Antikorper (10 ug/ml) supplementiert. K = Standardmedium ohne
Zusatze. Zytokine in den Uberstanden der T-Zellkulturen wurden mittels
Bioplex-Immunoassay, wie unter 2.6.11 beschrieben, quantifiziert.
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3.4.2 Proliferation der generierten T-Zelllinien

Zwischen T-Zelllinien, die unter Standardbedingungen oder in Gegenwart von anti-IL-4- und
anti-IL-lO-Antik(;fpern generiert worden waren, konnte kein Unterschied bezuélich ihrer
Proliferation, CD8/CD4-Verteilung und Spezifitat festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
Deshalb werden in den nachfolgenden Abschnitten nur die Ergebnisse der Linien gezeigt, die
mit Standardmedium oder in Gegenwart von IL-12 generiert worden waren. In Abbildung
3.27 ist die Proliferation der zwei generierten Linien der Spender AM und TW wahrend 59

Tage dargestellt. IL-12 wurde uber den gesamten Zeitraum der Kultivierung zu gegeben.

—=— AM Kontrolle
—— AM +IL-12

10°{ —» TW Kontrolle
—&— TW +IL-12

108

Zellzahl in Mio

107

10°4 : : : . . : . ;
1 10 17 24 31 38 45 52 59

Kultivierungsdauer in Tagen

Abb. 3.27: Expansion von Zelllinien des EBV-negativen Spenders
AM und des EBV-positiven Spenders. Linien wurden unter
Standardbedinungen (schwarze Symbole) oder in Gegenwart von
0,1 ng/ml IL-12 (weille, Symbole) generiert. Vitale Zellen in allen
Kulturen wurden wochentlich mit Trypanblau unter dem
Lichtmikroskop gezahlt.

Es ergab sich ein sehr starker und deutlicher Unterschied im Proliferationsverhalten mini-
LCL-stimulierter T-Zelllinien. Die Proliferation von T-Zellen eines seropositiven Spenders
(Wentworth et al.) blieb von der IL-12-Zugabe ganzlich unbeeinflusst. Ebenfalls genauso
stark proliferierte eine T-Zelllinie eines EBV-negativen Spenders (AM), kultiviert ohne IL-
12-Zugabe. Die Zugabe von IL-12 dagegen bewirkte eine drastischen Ru.;:kgang bzw.
Stagnation der Anzahl lebender Zellen zwischen Kultivierungstag 10 und 31.

85



Ergebnisse

3.4.3 Phanotypische Analyse der T-Zelllinien

Die generierten T-Zellinien wurden auf die Expression der Oberflachenmolekule CD§ und
CD4 untersucht. Abbildung 3.26 zeigt die phanotypische FACS-Analyse der Zelllinien der
beiden Spender an Tag 38 mit und ohne Zugabe von IL-12.
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Abb. 3.26: Phanotypische Analyse der Zelllinien des
EBV-negativen Spenders AM (A) und des EBV-
positiven Spenders TW (B). Die Expression von CD4
und CD8 wurde an Tag 38 untersucht.

Die Stimulation der T-Zelllinie des EBV-negativen Spenders AM mit der autologen Kontroll-
mLCL fuhrte zu CD4-dominierten (61,9% CD4") T-Zellkulturen. Durch Zugabe von IL-12 in
das Kulturmedium kam es zu einer Verschiebung der Verhaltnisse zugunsten der CD8-
positiven Zellen (8,8% CD4" und 89% CD8"). Die Stimulation der T-Zellen des EBV-
positiven Spenders TW fuhrte mit und ohne Zugabe von IL-12 zu CD8-dominierten Kulturen,
wobei auch hier eine - wenn auch nicht so ausgepragte - Abnahme der CD4-positiven T-

Zellen bei Zugabe von IL-12 beobachtet werden konnte.
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3.4.4 Zytotoxische Reaktivitat der Zelllinien

Es sollte untersucht werden, ob die Unterdrﬁékung der (vermuteten nichtspezifischen) Th2-
Zellen eine Selektion zugunsten von (potentiell spezifischen) cytotoxischen T-Zellen
enn(;glichte. Mittels TDA-Freisetzungsversuchen sollte, wie in Abschnitt 2.6.14 beschrieben,
untersucht werden, ob die generierten T-Zelllinien in der Lage sind in EBV-spezifischer
Weise Zellen zu erkennen und zu lysieren. Als Zielzellen wurden autologe und allogene,
HLA-kompatible LCLs verwendet. Zusatzlich wurden als EBV-freie Zielzellen autologe B-
Blasten eingesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Applikation von IL-12 keinen Einfluss
auf die Spezifitat der T-Zelllinien des EBV-positiven Spenders hatte. In Abbildung 3.28
werden aus Grunden der Ubersichtlichkeit nur die Ergebnisse eines Lyse-Assays der Linien
des EBV-negativen Spenders AM gezeigt. Dargestellt sind nur ausgewahlte Daten die mit

einem Effektor/Zielzell-Verhaltnis von 8:1 erhalten wurden.
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Abb. 3.28: Zytotoxische Reaktivitat der T-Zelllinien des
EBV-negativen Spenders AM. Linien wurden in
Standardmedium (schwarze Balken) und in Gegenwart von
IL-12 (weiBBe Balken) generiert. Gezeigt sind TDA-
Freisetzungsversuche an Tag 71 (Kgntroll-T-Zelllinie) bzw.
an Tag 78 (T-Zelllinie +IL-12) fur das Effektor/Zielzell-
Verhaltnis von 8:1.
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T-Zelllinien des EBV-negativen Spenders AM lysierten autologe und HLA-kompatible LCLs
nur schwach. Wurden die T-Zelllinien des gleichen Spenders in Gegenwart von IL-12
generiert, konnten spezifische Lysen EBV-exprimierender Zellen von bis zu 90% erreicht
werden (Effektor/Zielzell-Verhaltnis von 8:1). Allerdings erkannte die in Gegenwart von IL-
12 generierte T-Zelllinie - wenn auch in geringerem Mafle - auch autologe, EBV-freie B-
Blasten (35% Lyse). Insgesamt schie die HLA-restringierte Erkennung von EBV-positiven

Zielzellen durch Kultivierung der Zellen in Gegenwart von IL-12 verstrarkt worden zu sein.

Um zu ﬁberprﬁfen, ob diese Reaktivitat von der Prasenz HLA-Klasse-I-Molekulen abhangig
war, wurde die Erkennung uber diesen Liganden durch Zugabe eines anti-HLA-ABC-
Antik&rper (W6/32) unterbunden. Ein TDA-Freisetzungsversuch wurde wie beschrieben

durchgefu.hrt, wobei dem Kulturmedium 25 pg/ml anti-HLA-ABC-Antik(;fper zugesetzt
wurde (Abb. 2.29).
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Abb. 3.29: Inhibierung der spezifischen Lyse durch anti-
HLA-ABC-Antikorper. Die zytotoxische Reaktivitat der in
Gegenwart von IL-12 generierten T-Zelllinie des EBV-
negativen Spenders AM wurde mittels Zugabe eines gegen
HLA-ABC gerichteten Antikorpers unterdruckt (25 ug/ml).
Effektor/Zielzellverhaltnis = 16:1.
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Bei einem Effektor/Zielzell-Verhaltnis von 16:1 wurden autologe, EBV-freie B-Blasten
ebenso stark lysiert wie autologe LCLs. Durch Zugabe des gegen HLA-ABC gerichteten
Antik(;rpers konnte die Lyse der Zellen reduziert werden. HLA-kompatible Zellen wurden
ebenfalls erkannt. Die spezifische Lyse wurde auch hier durch Zugabe des Antik(;rpers

reduziert, was darauf hinweist, dass die Erkennung der Zielzellen HLA-abhangig ist.

Dieser Teil der Experimente zeigt eine HLA-abhangige Lyse bei einem EBV-negativen T-
Zellspender mit allogener Stimulation, die durch Zugabe von IL-12 verstarkt auftrat. IL-12,
eventuell in Kombination mit anderen Zytokinen, konnte somit ein nutzliches Hilfsmittel bei
der T-Zellgenerierung mittels mLCLs aus EBV-negativen Spendern sein. Aus Mangel an
weiteren EBV-negativen Spendern konnten leider keine weiterfuhrenden Experimente zur

Generierung EBV-spezifischer T-Zellen aus EBV-negativen Spendern gemacht werden.
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3.5 Reaktivierung von IE1 und oder pp65/IE1-spezifischen T-Zellen

Es wurde gezeigt, dass die Rekonstitution der CMV-spezifischen Immunantwort nach
allogener Stammzelltransplantation vor CMV-Infektion bzw. -Erkrankungen schutzt
(Ljungman, 1991; Riddell, 1992; Walter, 1995; Krause, 1997; Einsele, 2002; Peggs, 2003).
Zunachst wurde das Matrixprotein pp65 als ein Hauptziel der zytotoxischen T-Zell-Antwort
identifiziert (Longmate et al., 2001; McLaughlin-Taylor et al., 1994; Wills et al., 1996).
Spater konnte gezeigt werden, dass die Anzahl gesunder Spender, die eine CD4-vermittelte
Reaktivitat gegen ein weiteres CMV-Antigen - IE1 - zeigen, ebenfalls hoch ist (Davignon et
al., 1995). Durch Entwicklung von neuen Nachweismethoden, wie zum Beispiel Tetramer-
Farbungen und intrazellulare Detektion der Zytokinproduktion nach Peptidstimulation,
konnten auch IE1-spezifische, CD8-positive T-Zellen in gesunden Menschen und in Patienten
nach allogener Stammzelltransplantation in relativ groen Zellzahlen nachgewiesen werden
(Gyulai et al., 2000; Kern et al., 1999; Khan et al., 2002; Retiere et al., 2000). Die Haufigkeit
IE1-spezifischer T-Zellen in gesunden, CMV-positiven Menschen legt die Vermutung nahe,
dass auch diese T-Zellen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle des Virus-infizierter Zellen in

vivo spielen.

Um die beiden wichtigsten bekannten CMV-T-Zell-Antigene und damit einen gro3en Teil der
CMV-spezifischen T-Zellimmunitat abzudecken, wurden zwei zusatzliche mEBV-Vektoren,
wie unter 2.4.4 beschrieben, konstruiert. Damit sollten vor allem Spender erreicht werden, die
gegen pp65 allein nicht oder nur schwach reagieren. Ein Vektor enthielt das Gen fur das
Protein IE1. Der zweite Vektor enthielt ein artifiezielles Gen, das das chimare Protein
pp65_IE1 exprimiert. Mit diesem zweiten Vektor-Konstrukt sollte eine Expansion von T-
Zelllinien erreicht werden, die Epitope aus beiden Proteinen erkennen. Die beiden neuen
mEBV-Vektoren wurden mittels der Verpackungszelllinie 293/TR2 verpackt und
anschlieBend PBMCs mit den virionhaltigen U“bersta'hden infiziert. Die auswachsenden
mLCLs verschiedener Spender wurden auf die Expression beider Proteine mittels
Immunoblot-Analyse, untersucht. Die Ergebnisse einer solchen Analyse sind fur die

verschiedenen Linien des Spenders F60 in Abbildung 3.30 gezeigt.
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Abb. 3.30: Immunoblot-Analyse zum Nachweis der
Proteine pp65 (A) und IE1 (B) mit monoklonalen
Antikorpern. Gezeigt sind die Ergebnisse fur die Analyse
einer Kontroll-mLCL (K), pp65-mLCL (P), IEI-mLCL (E) und
einer pp65_IEI-mLCL (PE) des Spenders F60.

Die Expression des Proteins pp65 konnte in mLCLs nachgewiesen werden, die entweder mit
dem pp65-mEBV oder mit dem pp65 IE1-mEBV immortalisiert worden waren. Analog dazu
konnten Zielepitope von IE1 in mit IEI-mEBV- oder pp65 IE1-mEBV-immortalisierten
mLCLs detektiert werden. Das Fusionsprotein pp65 IE1 migrierte etwas uber der erwarteten

Position von 140 kDa.

In den nachfolgenden Abschnitten werden die Ergebnisse fur die in Tabelle 3.8 aufgefu'lllrten
Spender gezeigt. Alle Spender waren CMV- und EBV-positiv. Bei der Auswahl der Spender
wurde darauf Wert gelegt, dass fur die Charakterisierung der T-Zelllinien Peptide und
Tetramere fur mindestens ein pp65- und ein IE1-Epitop zu Verfu:gung standen. Nur fur

Spender F46 stand kein IE1-spezifisches Tetramer zur Verfﬁéung.

Tab. 3.8: HLA-Typen der Spender
Spender HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DQ HLA-DRB1 DRB3/4/5

F45 1,68 8, 14 7,8 3,6 13,15 3,5
F46 3,11 7,3501 4,7 6 13,15 3,5
F60 2,26 7,38 7, 1203 1,6 8,13 3
Fol 2,34 14, 44 4,8 2,5 1,7 4
Fo4 2,29 1501, 44 3,16 2,6 7,13 3,4
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3.5.1 Proliferation der T-Zelllinien

In Abschnitt 3.2.1 konnte gezeigt werden, dass die Generierung von T-Zellen mit Medium,
das mit 2% Humanserum supplementiert war, mc;glich war. Jedoch proliferierten die Zellen
langsamer als bei Zugabe von 10% FCS (Abb. 3.8). Fur die Generierung der T-Zelllinien, die
in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben werden, wurde das Medium mit 5%
Humanserum supplementiert. In Abbildung 3.31 ist exemplarisch das Wachstumsverhalten
der T-Zelllinien der Spender F45, F60, und F61 gezeigt. Die Linien proliferierten unter diesen
Bedingungen ahnlich gut wie bei Zugabe von 10% FCS.

Keine der T-Zelllinien zeigte eine ungew&hnlich starke oder schwache Proliferation. Die
geringe Proliferation der IE1-stimulierten T-Zelllinie des Spenders F60 war wahrscheinlich
auch die ungenu}gende Proliferation der Stimulator-mLCL zuruckzufuhren. Daher standen zur
Restimulation der T-Zellen oft nicht genuéend Zellen zur Verfu}gung, so dass meist nur ein
Effektor/Stimulator-Verhaltnis von 1:6 statt 1:4 eingesetzt werden konnte. Meist waren die

Proliferationsraten der T-Zelllinie eines Spenders aber ahnlich.
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Abb. 3.31: Expansion unterschiedlich
stimulierter T-Zelllinien der Spender F45,
F60 und F61. Dem Kulturmedium wurde
5% Humanserum zugesetzt. Mit autologen,
pp65-mLCL stimulierte T-Zelllinien sind mit
durchgezogene Linien, mit IEI-mLCL
stimulierte mit unterbrochene und mit pp65-
IE1-stimulierte mit gepunktete Linien
dargestellt.
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3.5.2 Phanotypische Analyse der T-Zelllinien

Wie bereits beschrieben und in Abschnitt 3.2.2 gezeigt, dominieren CD8-positive T-Zellen
bei Stimulation von PBMCs mit autologen pp65-mLCLs die generierten T-Zelllinien
(Moosmann ef al., 2002). Hier sollte nun gezeigt werden, ob die Stimulation mit IE1 einen
Einfluss auf das Verhaltnis von CD8" zu CD4" T-Zellen hat. In Abbildung 3.32 sind
exemplarisch fur die Spender F61 und F45 die FACS-Analysen der jeweils drei generierten
T-Zelllinien dargestellt.
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Abb. 3.32: Phanotypische Analysen der T-Zelllinien der Spender F45
(A) und F61 (B). Die Expression von CD4 und CD8 wurde an Tag 29
(F45) bzw. an Tag 37 (F61) untersucht. In allen Fallen dominierten CD8"

T-Zellen die Kulturen.

F]
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Bei allen Linien dominierten CD8" T-Zellen. Bei Spender F45 kam es zu einer relativ starken
Expansion CD4-positiver T-Zellen (20%) bei Verwendung IE1-exprimierender mLCLs zur
Stimulation. Durch Stimulation mit pp65 IE1-mLCL kam es hingegen zu einer leichten
Abnahme von CD4-positiven T-Zellen (6.6%) gegenﬁber der Verwendung der pp65-mLCL
(10,9%). Bei Spender F61 konnten bei Stimulation mit pp65-mLCL 39% CD4-positive T-
Zellen detektiert werden. Durch Stimulation mit IE1 wurden 21,7% CD4-T-Zellen gefunden,
bei Stimulation mit dem Fusionsprotein kam es zu einer noch drastischeren Abnahme CD4-
positiver T-Zellen (4,2%). Es konnte keine einheitliche Tendenz bei Stimulation mit den
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unterschiedlichen mLCLs erkannt werden. Bei den Spendern F46, F60 und F64 waren die
Unterschiede im Verhaltnis CD8-/CD4-positiver T-Zellen in den unterschiedlichen T-
Zelllinien nicht so ausgepragt (Daten nicht gezeigt). Die Kulturen waren in allen Fallen von
CD8'-T-Zellen dominiert. Des Weiteren waren in allen Fallen CD4" T-Zellen vorhanden und

damit die Chance gegeben, auch Antigen-spezifische CD4-T-Zellen zu finden.

3.5.3 Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen

Um die Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen zu untersuchen, wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten der Kultivierung HLA/Peptid-Tetramer-Analysen der verschiedenen T-
Zellkulturen durchgefuhrt. In Abbildung 3.33 sind die Ergebnisse fur die T-Zelllinien aller
Spender gezeigt, fur die IE1-Tetramer Verfﬁébm waren, also vier der insgesamt funf Spender.
T-Zelllinien der Spender, die mit pp65-mLCLs stimuliert worden waren, verhielten sich in

Phanotyp und Funktion wie in Kapitel 3.2 beschrieben und werden hier nicht erlautert.

95



Ergebnisse

A pp65_IE1-stimulierte T-Zelllinien B IE1-stimulierte T-Zelllinien
§ 107 —= vysE ras 10 —ELK » F45
= —— ELK —+~— QAK /,’
5 1{ == QAK
2z —— RAK 1
2 01
3 0,1
§ 0,01 ’
2
= 0,001 0,01
g 107 —=—NLV F60 101 —— VLE F60
= —— VLE
Y 1
St
2 1
g 01
g 0,1
£ 00 ’
2
= 0,001 - - 0,01
1 29 45
£ F61 F61
=
N
St
2
Z
=
5
g / 0,01 4
g 001 5 , P
e ¥ s
S ¢ i
© 0,001 ol - - + 0,001 £ .
1 17 37 1 17 37
g 100 o Ny F64 10 F64
)
Y ] = VIE .
2
g 01 0,1
5
£
g 0,01 0,01
2
= 0,001 : : . 0,001
1 24 39

Tag der Kultivierung

Abb. 3.33: Expansion Epitop-spezifischer T-Zellen. Der Anteil der T-Zellen die spezifisch
fur verschiedene Epitope von pp65-, IE1-, und latenten EBV-Antigenen sind, wurden durch
HLA/Peptid-Tetramer-Farbung bestimmt. In (A) sind die Ergebnisse von pp65 IEl-
stimulierten T-Zelllinien dargestellt, in (B) sind die Daten von IE1-stimulierten Linien
gezeigt. CMV-pp65-Epitope sind durch durchgehende Linien und schwarze Symbole, CMV-
IE1-Epitope durch durchgehende Linien und weile Symbole und EBV-Epitope durch
unterbrochene Linien mit schwarzen Symbolen gekennzeichnet. Daten fur die IEI-
stimulierte T-Zelllinie des Spenders F45 konnen nur bis Tag 29 angegeben werden, da vor
der nachsten Analyse eine Kontamination der Kultur festgestellt wurde.
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Bei allen untersuchten Spendern konnten IE1-Epitop-spezifische T-Zellen nachgewiesen
werden. Bei Spender F61 dominierten nach 37 Tagen IE1-Epitop spezifische T-Zellen bei
Stimulation mit pp65_IE1-mLCL. Bei den anderen drei Spendern war dagegen die haufigste
nachweisbare Epitop-Spezifitat gegen pp65 gerrichtet. Die Expansion IE1-spezifischer, CD8*
T-Zellen wurde bei Stimulation mit der autologen pp65_IE1-mLCL bei Spender F60
unterdruckt. Bei allen anderen Spendern konnten beide Spezifitaten ko-expandiert werden.
Bei zwei von drei HLA-A2-psitiven Spendern konnten VLE-Epitop-spezifische T-Zellen
expandiert werden, obwohl bisher beschrieben wurde, dass VLE-spezifische T-Zellen nur bei

einer Minderheit der HLA-A2-positiven Spender gefunden werden kann (Khan et al., 2002)

3.5.4 Antigenspezifische IFN-y-Produktion der T-Zelllinien

Die Tetramer-Analysen gaben einen ersten Aufschluss uber die Zusammensetzung der
generierten T-Zelllinien. Zur Untersuchung ihrer Effektorfunktionen wurde die Sekretion von
IFN-y mittels ELISA untersucht. Mit Hilfe des IFN-y-ELISAs konnte die Spezifitat und HLA-
Restriktion der Linien untersucht werden und somit eine Aussage uber deren Funktionalita
getroffen werden. Als Stimulatoren wurden autologe und allogene, HLA-kompatible mLCLs
verwendet, die entweder kein Fremdantigen, pp65, IE1 oder das Fusionsprotein pp65 IEI
exprimierten. Zusatzlich wurden Peptid-beladene autologe B-Blasten zur Stimulation
eingesetzt. In Abbildung 3.34 sind exemplarisch die Ergebnisse einer Analyse der IEI-
stimulierten T-Zelllinien der Spender F46 (3.34 A) und F64 (3.34 B) an Tag 38 gezeigt. Zur
Stimulation der T-Zellen wurden, wie unter 2.6.12 beschrieben, immer 1 x 10°

Stimulatorzellen eingesetzt. Pro Ansatz wurden immer 1 x 10° T-Zellen eingesetzt.
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Abb. 3.34: IFN-y-Produktion der IE1-stimulierten T-Zelllinien der Spender F46 (A)
und F64 (B). nach Stimulation mit autologen und HLA-kompatiblen Antigen-
prasentierenden Zellen. Gezeigt sind Analysen von Tag 38. pp65-Epitope sind mit einer
durchgehenden, IE1-Epitope mit einer unterbrochenen Linie unterstrichen. Es standen nicht
fur alle HLA-Typen der Spender geeignete HLA-kompatible mLCLs zu Verfugung, es
konnten deshalb nicht alle HLA-Restriktionen der Spender bestimmt werden.

Die IE1-stimulierten T-Zelllinien der beiden Spender zeigten nur dann eine starke spezifische
Reaktivitat gegen autologe mLCLs und allogene, HLA-B7- bzw. -A2-kompatible mLCLs,
wenn diese IE1-exprimierten. Zusatzlich zeigte die T-Zelllinie des Spenders F46 Reaktivitat
gegen autologe B-Blasten, die mit dem HLA-B7-restringierten IE1-Peptid CRV (siehe 2.1.6)
beladen worden waren. Die T-Zelllinie des Spenders F64 zeigte hingegen nur eine schwache
Reaktivitat gegen das HLA-A2-restringierte IE1-Peptid VLE. Bei diesem Spender durften

daher andere Epitope von grc;Berer Bedeutung sein.
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T-Zelllinien der gleichen Spender, die mit autologen, pp65 IE1-exprimierenden mLCLs
stimuliert worden waren, wurden zum gleichen Zeitpunkt der Kultivierung auf die gleiche

Weise untersucht. Die Ergebnisse fur diese beiden Linien sind in Abbildung 3.35 gezeigt.
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Abb. 3.35: IFN-y-Produktion der der pp65_IE1-stimulierten T-Zelllinien der Spender
F46 (A) und F64 (B). nach Stimualtion mit autologen und HLA-kompatiblen Antigen-
prasentierenden Zellen. Gezeigt sind Analysen von Tag 38. pp65-Epitope sind mit einer
durchgehenden, IE1-Epitope mit einer unterbrochenen Linie unterstrichen.

Die mit pp65 IE1-exprimierenden mLCL generierte T-Zelllinie des Senders F46 zeigte eine
starke Reaktivitat vor allem gegen autologe bzw.und allogene, HLA-B7-kompatible mLCLs,
die IE1-Epitope exprimierten. pp65-exprimierende mLCLs wurden nicht oder nur sehr

schwach erkannt. Autologe B-Blasten, die mit bekannten pp65-Peptiden beladen worden
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waren, wurden ebenfalls nicht erkannt. Dagegen zeigte die pp65_IE1-stimulierte Linie, wie
auch die nur mit IE1-stimulierte Linie eine starke Reaktivitat gegen das IE1-Peptid CRV
(sieche auch Abb. 3.34). Leider stand fur dieses Peptid kein Tetramer zur Verfu"gung, um die
CRV-spezifischen T-Zellen mittels FACS-Analyse zu quantifizieren. Die T-Zelllinie des
Spenders F64 zeigte Reaktivitat gegen autologe mLCLs, die pp65 und/oder IE1 exprimierten.
HLA-A2-kompatible mLCLs wurden nur erkannt, wenn sie pp65-positiv waren. Auch die T-
Zelllinien aller anderen Spender zeigten eine Epitop-spezifische und HLA-restringierte
Erkennung von Zellen (Daten nicht gezeigt). Die pp65 IE1-stimulierte T-Zelllinie des
Spenders F61 zeigte nur Reaktivitat gegenuber pp65-exprimierenden T-Zellen. Mittels FACS-
Analyse konnte bei dieser Linie auch keine Expansion von IE1-Epitop-spezifischen T-Zellen

beobachtet werden.

3.5.5 Zytotoxizitats-Analysen der T-Zelllinien

Mittels TDA-Freisetzungsversuchen sollte, wie in Abschnitt 2.6.14 beschrieben, untersucht
werden, ob die generierten T-Zelllinien in der Lage sind, Antigen-spezifisch Zellen zu
erkennen und zu lysieren. Als Zielzellen wurden autologe mLCLs verwendet, die kein
Fremdantigen oder pp65 und/oder IE1 exprimierten. Zur Bestimmung der Epitop-Spezifitat
wurden zusatzlich Peptid-beladene, autologe B-Blasten eingesetzt. Die Ergebnisse der
Zytotoxizitats-Analysen deckten sich in allen Fallen mit den Daten der IFN-y-ELISAs. In
Abbildung 3.36 sind exemplarisch die Ergebnisse fur die T-Zelllinien des Spenders F64 an
Tag 38 fur das Effektor:Zielzell-Verhaltnis = 4:1 dargestellt. Bei diesem Spender waren nach
pp65_IE1-Stimulation sowohl spezifische IFN-y-Sekretions-Aktivitat als auch die spezifische
zytotoxische Aktivitat gegen beide CMV-Antigene deutlich ausgepragt.
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Abb. 3.36: Zytotoxische Reaktivitat der T-Zelllinien des
Spenders F64 gegen autologe mLCLs oder Peptid-beladene,
autologe B-Blasten. In (A) sind die Daten fur die IE1-stimulierte
T-Zelllinie, in (B) die Daten fur die pp65 IEI-stimulierte T-
Zelllinie gezeigt. pp65-Epitope sind unterstrichen, IE1-Epitope
mit einer unterbrochenen Linie unterstichen.

Alle untersuchten Zelllinien zeigten eine starke, Antigen-spezifische zytotoxische Reaktivitat
gegen Zielzellen, die IE1 und/oder pp65 exprimierten. Die Lyse von Zielzellen, die nur EBV-
Antigene exprimierten, war sehr schwach. Bereits bei einem niedrigen Effektor:Zielzell-
Verhaltnis von 4:1 konnten spezifische Lysen von 60-85% erreicht werden, die zytotoxische

Aktivitat war also hoch. Lyseexperimente mit B-Blasten und bekannten CMV-Epitopen
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ergaben nur geringe Erkennung. Die Hauptaktivitaten dieser Zelllinien schienen sich also

gegen weitere, eventuell noch unbekannte Epitope zu richten.

3.5.6 Einzelzellklonierung der pp65_IE1-stimulierten T-Zelllinien

In den vorherigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von PBMCs mit
autologen pp65 IEl-exprimierenden mLCLs in fast allen Fallen zur Expansion von T-
Zelllinien fui1rte, die Epitope aus beiden Proteinen erkannten. mLCLs, die das Fusionsprotein
exprimieren, eignen sich demnach sehr gut fur die Generierung CMV-spezifischer T-Zellen
aus CMV-positiven Spendern. Formale Einzelzellklonierungen sollten nun Aufschluss uber
die nahere Zusammensetzung der so generierten T-Zelllinien bringen und Hinweise auf
weitere Zielepitope der pp65- oder IEl-spezifischen T-Zell-Antwort liefern.
Einzelzellklonierungen der pp65 IEl-stimulierten T-Zelllinien wurden, wie unter 2.6.8
beschrieben, an Tag 38 fur die Spender F45 und F60 durchgefuhrt. Fur Spender F61 wurde
eine Einzelzellklonierung aus an Tag 45 kryokonservierten T-Zellkulturen durchgefﬁﬁrt. 15
Klone von Spender F60 und 49 Klone von Spender F45 wurden auf ihre Spezifitat mittels
IFN-y-ELISA untersucht. Als Stimulatoren wurden autologe Kontroll-mLCLs, pp65-mLCLs,
IE1-mLCLs oder pp65 IEI-mLCLs verwendet. Bei Spender F61 konnten nur 10 Klone
expandiert werden, die ebenso auf ihre Antigen-spezifische Reaktivitat mittels [FN-y-ELISA
untersucht wurden. Zusatzlich wurden die Klone auf die Expression von CD8 und CD4

getestet. Die Spezifitat der einzelnen Klone ist in Tabelle 3.9 dargestellt.

Tab. 3.9: Klonale Analyse der pp65_IE1-stimulierten T-Zellkulturen

Antigen-Spezifitat

CMV-IE1 CMV-pp65 EBY oder andere nicht reaktiv

Spender CD8 CD4 CD8 CD4 CD8 CD4 CD8 CD4
F45 15 2 18 0 3 1 3 7
F60 2 0 6 0 2 3 0 2
F61 2 0 4 0 1 0 2 1

Der Grofteil der T-Zellklone war CD8 positiv. Bei allen Spendern dominierten CMV-
spezifische Klone, EBV-spezifische oder unreaktive Klone waren seltener. Zusatzlich konnen
bei allen Spendern IE1-spezifische und pp65-spezfische CD8'-T-Zellklone, bei Spender F45

auch zwei CD4-positive, IE1-spezifische Klone expandiert werden. Obwohl bei diesem
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Spender CMV-spezifische Klone deutlich dominierten, zeigten ca. 20% der Klone keine
Antigen-spezifische IFN-y-Sekretion. Nur wenige Klone des Spenders F60 konnten
expandiert werden, wobei nur etwa die Halfte der Klone eine CMV-spezifische Reaktivitat
zeigten. Bei allen Spendern waren unter den CMV-spezifischen T-Zellklonen mehr pp65-

spezifische Klone zu finden.

Aus Mangel an HLA-kompatiblen, IE1- oder pp65 IEl-exprimierenden mLCLs wurden
HLA-Restriktionen der einzelnen Klone zum Teil mittels Peptid-beladener autologer B-
Blasten ermittelt. pp65-spezifische T-Zellklone, die keines der bekannten und Verfu"gbaren
Epitope erkannten, wurden, wie unter 3.2.8 beschrieben, mittels einer ﬁBerlappenden pp65-
Peptidbank untersucht. Fur die IE1-spezifischen Klone wurde eine solche Peptidbank mit
insgesamt 122 Peptiden hergestellt (Tab. 3.10). Zusatzlich wurden noch siecben weitere
Peptide in diese Peptid-Bank aufgenommen, um Sequenzunterschiede zwischen einzelnen

CMV-Stammen abzudecken (hellgrau unterlegte Peptide am Ende der Tabelle).
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Tab. 3.10: Liste der IE1-Peptide

LTHIDHIFII.IIDIL'I;TC

MESSAKREMDPDNED LDEVHEPFEEMECIG SDSLVSEPESEVEAT
AKFEMDFDNPDEGES HEFFEEMECIGLTMO DHIFMDILTTCVETM VSPPESPVEATIPLS
MDPDNPDEGESSKVE EEMECIGLTMQSMYE MDILTTCVETMCHEY ESPVPATIPLSSVIV
WPDEGPSSKVERPET CIGLTMQSMYENYIV TTCVETMCHEYEVTS PATIPLISVIVAENS
GPSSKVERPETEVTE TMOSMYENYIVEEDE ETMCNEYEVTSDACM PLISVIVAENSDOEE
EVERPETFVTEATTF MYENYIVFEDEREMW WEYEVTSDACMMTMY VIVAENSDGEESEGS
PETEVTEATTFLOTM FIVPEDEREMWMACI VTSDACMMTMY GG ENSDQEESEQSDEEE
VTEATTFLOTMLTEE EDEREMWMADIEELH ACMMTMYGGISLLSE EESEQSDEEEEEGA
TTFLQTMLEEEVNS( EMWMACIEELHDVSE TMTGGISLLSEFCEV EQSDEEEEEGAQEER
OTMLEKEVNSQLSLG ACIEELHDVSEGA AN GISLLSEFCRVLSSY EEEEEGAQEEREDTV
REEVNSQLSLGDELF ELHDVSKGAANELGE LSEFCRVLCCYVLEE EGAQEEREDTVEVES
WSGLSLGDPLFPELA VIKGAANELGGALCA CRVLCCYVLEETSVM EEREDTVSESEPVS
SLGDPLFPELAEESL AANELGGALTYAKARA CCTVLEETSVMLAKR DTVSVESEFVSEIEE
PLFPELAEESLETFE LGG4ALGAKARAKKDE LEETSVMLAKRPLIT VESEPVSEIEEVAPE
EL4EESLETFEQVTE LOAKARAKKDELRRE SYMLAKRPLITEPEY PVSEIEEVAPEEEED
ESLETFEQVTEDCHE A4RAKEDELRREMMYM AKRPLITEPRVISYM IEEV4FEEEEDGAEE
TFEQVTEDCNENFEK EDELEREMMYMCYEN LITKPEVISVMERRI APEEEEDGAEEPTAS
VTEDCHENPEKDVLA FREMMYMCYRNIEFF PEVISVMERRIEEIC EEDGAEEPTASGGES
CNENPEEDVLAELVE MYMCYENIEFFTENS SVMERRIEEICMEVF AEEPTASGGESTHEM
PEEDVLAELVEGQIEY YRNIEFFTENSAFFE RRIEEICMEVFAQYI TASGGKSTHEMVTES
VLAELVEQIEVEVDM EFFTENSAFPETTHG EICMEVFAQVILGAD GESTHEMVTRSKADG
LVEQIEVEVDMVEHE ENSAFFETTHGCHA EVFAGQTILGADPLEY LEAKARAKKDELERE
IKVEVDMVEHRIKEH FEETTHGCSQAMAAL OYILGADPLEVCSES ARAKEDELEREMIVM
YDMVFHRIKEHMLEE THGCSQAMAALGNLE ZADPLEVCSPSYDDL KDELEREMITMCYRN
FHRIKEHMLEEYTQT SQAMAALGNLEQCSE FLVCSPSVDDLEALA EREMITMCTENVEFF
KEHMLEKY T TEEEF AALONLPQCSPDEIM SPSVDDLEAIAEESD LTEFCRVLCCYILEE
LEKYTQTEEEFTGAF HLFQCSPDEIMAT A0 DDLREAIAEESDEEEA CRVLCCYILEETSVL
TYTEEEFTGAFNMMG CSPDEIMAY AQKIFE AIAEESDEEEAIVAY CCYILEETSVLLAKR
EEFTGAFNMMGGCLED EIMAY AQEIFKILDE ESDEEEAIVATTLAT LEETSVLLAKRPLIT
GAFNMMGGCLONALD TaQKIFKILDEERDE EEAIVAYTLATAGYS ESDEEDAIAAYTLAT
MMGGCLONALDILDE IFKILKEERDEVLTH VAT TLATAGYISSDS
CLONALDILDEVHEP LDEERDEYLTHIDHI LATAGVSSSDSLYSE
4LDILDEVHEPFEEM RDEVLTHIDHIFMDI G¥355DSLYSPPESE

[ Nummer der Peptide
[] Zusaizliche Peptide, um Sequenzvarianten zwischen einzelnen CMV-Stammen abzudecken

Diese 129 Peptide wurden, wie schon fur pp65 beschrieben (Kern ef al., 2002), in Gruppen
gemischt, so dass wieder jedes Peptid in genau zwei Gruppen vorlag (Abb. 3.37). Aufgrund
der uberschaubaren Anzahl von 129 Peptiden ergaben sich 23 Gruppen, sodass die

Identifizierung der T-Zellepitope mit 23 Einzelreaktionen moglich war.
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13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12

14| 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24

15| 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 | 31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36

16 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42 | 43 | 44 | 45 | 46 | 47 | 48

17 | 49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | 55 | 56 | 57 | 58 | 59 | 60

18 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69 | 70 | 71 | 72

19 73 | 74 | 75 | 76 | 77 | 78 | 79 | 80 | 81 | 82 | 83 | &4

20 | 8 | 8 | 87 | 88 | 8 | 90 | 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96

21| 97 | 98 | 99 | 100 | 101 | 102 | 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108

22 | 109 | 110 | 111 | 112 | 113 | 114 | 115 | 116 | 117 | 118 | 119 | 120

23 | 121 | 122 | 123 | 124 | 125 | 126 | 127 | 128 | 129

Abb. 3.37 Zusammensetzung der IE1-Peptid-Gruppen zur
Identifizierung neuer T-Zell-Epitope. 129 Peptide (jedes 15
Aminosauren lang; benachbarte Peptide besitzen einen gemeinsamen
Uberlappungsbereich von 11 Aminosauren), die die gesamte Sequenz
von [E1 abdecken, wurden in 23 Gruppen angeordnet (grau unterlegt).

Mit Hilfe der ﬁBerlappenden Peptidbanken konnten sowohl fur CD8-positive Klone des
Spenders F45 als auch fur Klone des Spenders F61 15-mer-Sequenzen identifiziert werden,
die von den T-Zellklonen erkannt wurden, aber kein bisher bekanntes CMV-Epitop enthielten.
Ein Klon des Spenders F45 erkannte die aus pp65 stammende Sequenz
HVVCAHELVCSMENT, ein anderer Klon das IEIl-Peptid mit der Sequenz
PETPVTKATTFLYTM. Jeweils ein Klon des Spenders F61 erkannte je zwei ui)erlappende
IE1-Peptide mit der Sequenz CRVLCCYVLEETSVM und CCYVLEETSVMLAKR bzw.
CCYVLEETSVMLAKR und LEETSVMLAKRPLIT. Fur beide Klone konnte mittels HLA-
kompatibler mLCLs gezeigt werden, dass sie HLA-B14 restringiert waren (Daten nicht
gezeigt). In Tabelle 3.11 sind alle identifizierten Sequenzen angegeben. Zusatzlich sind alle
Klone angegeben, deren Restriktion und Epitop-Spezifitat durch Peptid-beladene, autologe B-
Blasten oder HLA-kompatible mLCLs bestimmt werden konnte.
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Tab. 3.11 HLA-Restriktionen und Epitop-Spezifitaten der pp65- und IE1-spezifischen
CD8"-T-Zell-Klone

HLA- Aminosaure-  Aminosaure- EA nifgh}
Spender o identifiziertes Epitop Position in positon in pItop Referenz
Restriktion 65 IE1 spezifischer
PP Klone
F45 Al YSEHPTFTSQY? 363-373 14 Rze&eée
88-96 Kern
a)
B8 QIKVRVDMV 10 1999
n.b.” HHVCAHELVCSMENT n.b.” 1 diese
Arbeit
b) b) diese
n. b. PETPVTKATTFLQTM n. b. 1 Arbeit
F60 A2 NLVPMVATV ? 495-503 3 ;"9"9%
B7 TPRVTGGGAM 417-426 2 “169691‘9“
F61 Bl4  (CRVL)CCYVLEETSVM(LAKR)® n. b.? 1 :;f)ift
<) b) diese
Bl4  (CCYV)LEETSVMLAKR(PLIT) n.b. 1 Arboit

a) mittels autologer, Peptid-beladener B-Blasten oder HLA-kompatibler mLCLs ermittelt
b) HLA-Restriktion konnte nicht mittels HLA-kompatibler mLCLs bestimmt werden
c¢) zwei benachbarte 15-mer Peptide mit einem Uberlappungsbereich von 11 Aminosauren wurden erkannt

Das HLA-A2-restringierte IE1-Eptiop VLEETSVML liegt in den beiden 15-mer-Sequenzen,
die von den HLA-Bl4-restringierten Klonen des Spenders F61 erkannt werden. VLE-
beladene, autologe B-Blasten wurden aber nicht von den beiden Klonen erkannt. Durch
Synthetlslerung unterschiedlicher 9-mer-Sequenzen, die innerhalb des jeweiligen
Uberlappungsbereiches liegen, konnten somit zwei neue HLA-B14- -restringierte IE1-Epitope
gefunden werden. Durch Anlegen einer groBeren, mehrere HLA-Typen umfassenden IE1-
mLCL-Bank oder durch Peptidbeladung von existierenden Kontroll-mLCLs oder B-Blasten
anderer Spender, konnte die HLA-Restriktion der beiden Klone des Spenders F45 bestimmt
werden und durch Synthese neuer Peptide ein weiteres IE1-Epitop und ein neues pp65-Eptiop

identifiziert werden.
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4 Diskussion

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Herstellung und eingehende Analyse von
Cytomegalovirus-(CMV)-spezifischen T-Zellen, welche durch Stimulation von frisch
isolierten PBMCs mit autologen, antigenprasentierenden mini-LCL (mLCL) generiert worden
waren. Des Weiteren wurde der Einfluss von Zytokinen und Antikérpern auf die T-
Zellentwicklung innerhalb dieses Systems und die Auswirkung der Verwendung allogener,

HLA-kompatibler mLCLs als Stimulatoren untersucht.

mLCLs sind aktivierte B-Zelllinien, die stabil mit Virus-analogen Genvektoren infiziert
wurden, die ein rekombinantes mini-EBV-(mEBV)-Genom enthielten (Kempkes et al., 1995).
Die latente Infektion mit EBV oder mEBV ist gekennzeichnet durch eine stabile und
episomale Aufrechterhaltung der Virus- oder Vektorgenome. Das mEBV-Plasmid enthalt alle
fﬁr die 11 latenten Gene kodierenden Abschnitte des EBV-Genoms, die fﬁr die latente und
lytische DNA-Replikation notwendigen Elemente oriP und oriLyt, und die zur Verpackung
nétigen wterminal repeats* (TR). Insgesamt enthalt das mEBV 41% der Sequenz des EBV-
Genoms. Mittels ,,chromosomal building*-Technik (O'Connor ef al., 1989) k(;nnen
Fremdantigene in das mEBV-Plasmid eingefﬁhrt werden, die dann von den mLCLs
exprimiert werden. Als CMV-Antigene wurden mEBV-Vektoren mit dem Phosphoprotein
pp65, dem ,,immediate early“-Protein IE1 oder dem Fusionsprotein pp65_IE1 fur die
Aufgabenstellung neu konstruiert bzw. zum Vergleich (pp65) (Moosmann et al., 2002)

eingesetzt.

Alle T-Zelllinien wurden unter anderem auf ihre Reaktivitat gegenﬁber autologen und
allogenen mLCLs und autologen, Peptid-beladenen B-Blasten untersucht. Aus der
Verwendung von B-Blasten ergab sich ein wichtiger Teilaspekt dieser Arbeit, der hier zuerst
diskutiert werden soll. CD40-aktivierte B-Blasten sind bekannt als potente Antigen-
prasentierende Zellen, die zur Stimulation von Virus- oder Tumor-spezifischen T-Zellen
eingesetzt werden k(;nnen (Lapointe et al., 2003; Schultze et al., 1997; von Bergwelt-Baildon
et al., 2002). Bisher konnten B-Blasten h&chstens bis zu 10 Wochen kultiviert werden.
Hauptprobleme waren oft das Absterben der Kulturen nach wenigen Wochen aus
unbekannten Grunden oder die Durchseuchung der B-Blastenkulturen mit endogenem
Wildtyp-EBV (Banchereau et al., 1991; Schultze et al., 1997). Im Rahmen dieser Arbeit

konnte bei einem von funf Spendern ebenfalls eine Kontamination mit endogenem Wildtyp-
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EBV nach sechs Wochen beobachtet werden, wenn anfanglich gro3e Zellzahlen eingesetzt
wurden (2 x 10° pro KulturgefaB) (Schultze et al., 1997). Ein Absterben der Kulturen konnte
allerdings nie beobachtet werden. O’Nions und Allday haben kurzlich beschrieben, dass
CD40-stimulierte B-Blasten nicht absterben, sondern einem Zellzyklus-Arrest in der G1-
Phase unterliegen. In ihren Experimenten besa3en diese Zellen nur in einem Zeitraum von 7-
14 Tage nach der ersten Stimulation den Phanotyp von B-Blasten. Danach schienen sie zu
Plasmazellen auszudifferenzieren und B-Blasten konnten nur fur einen Zeitraum von 3-4

Wochen in Kultur gehalten werden.

Unter Verwendung kleinerer Anfangszellzahlen (5 x 10* PBMCs pro Ansatz) und ohne
vorherige Separation konnten CD40L-stimulierte B-Blasten im Rahmen dieser Arbeit bis zu
800 Tagen kultiviert werden (Abb. 3.2). Die B-Blasten waren uber den gesamten Zeitraum
hinweg frei von endogenem Wildtyp-EBV der Spender (Abb. 3.1). Sowohl aus EBV-
negativen als auch EBV-positiven Normalspendern konnten EBV-freie B-Blastenlinien
generiert werden, was die M(;glichkeiten dieses Ansatzes gut dokumentiert. Normalerweise
konnen humane Zellen in vitro - mit Ausnahme von embryonalen Stammzellen - nur eine
begrenzte Anzahl von Teilungen durchleben. Dieses Phanomen der replikativen Seneszenz
wurde haufig als Modell fur das Altern von Zellen in vivo herangezogen (Goldstein, 1990;
Hayflick ef al., 1961). Bei jeder Teilung der Zelle verkurzen sich die Telomere der
Chromosomen um 50 bis 100 Basenpaare (Harley et al., 1995; Huffman et al., 2000).
Telomere sind spezielle Strukturen am Ende eukaryotischer Chromosomen, bestehend aus
Proteinen und einer simplen, sich wiederholenden DNA-Sequenz, die evolutionar hoch
konserviert ist (Moyzis et al., 1988; Zakian, 1989). Beim Menschen werden 5-15 kb
bestehend aus TTAGGG-Wiederholungen am Ende jedes Chromosoms gefunden (Allshire e?
al., 1988 1988; Brown, 1989; Cross et al., 1989; de Lange et al., 1990). Telomere werden
durch das Ribonukleoprotein Telomerase verlangert, das die repetitiven Telomere-Sequenzen
de novo anhangt (Greider et al., 1985; Greider et al., 1987). Damit wird gewahrleistet, dass
das gesamte Chromosom bis zum Ende repliziert wird. Daruber hinaus schutzen die Telomere
die Enden der Chromosomen vor illegitimer Rekombination (Blackburn, 1991; Zakian, 1989).
Die Verkﬁrzung der Telomere fuhrt zu proliferativer Seneszenz und Apoptose (Stewart et al.,

2000).

Durch transformierende Viren wie z.B. EBV konnen einige Zellen dieses Phanomen der

Seneszenz uberwinden. Dabei wird nur ein sehr kleiner Teil der transformierten Zellen
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immortalisiert (Sack, 1981). In EBV-transformierten B-Zellen ist zunachst eine Abnahme der
Telomerlange zu beobachten (Counter ef al., 1992). Die Induktion einer hohen Telomerase-
Aktivitat, und damit die Stabilisierung der Telomere, scheint eine Voraussetzung fur die
Immortalisierung EBV-transformierter B-Zellen zu sein (Counter et al., 1994; Kataoka et al.,
1997; Tahara et al., 1997). Mit der Immortalisierung geht eine hohe Telomerase-Aktivitat und
eine Anderung des Karyotyps einher (Kataoka et al., 1997; Okubo et al., 2001; Tahara et al.,
1997), was die genetische Instabilitat unterstreicht, die zur permanten Proliferation in vitro

fﬁhren kann.

In dieser Arbeit konnte anhand von B-Blastenlinien der beiden Spender Len und Hai gezeigt
werden, dass sich in Langzeitkulturen von B-Blasten ahnliche Vorgange in den Zellen
abspielten wie bei der Immortalisierung EBV-transformierter Zellen. Bei beiden Spendern
konnte ein starker Anstieg der Telomerase-Aktivitat gegenﬁber frisch isolierten PBMCs
beobachtet werden (Abb. 3.3). Bei der B-Blastenlinie des Spenders Hai blieb diese Aktivitat
uber den Zeitraum der Kultivierung stabil, wohingegen sie bei der Linie des Spenders Len
zunachst absank, um danach wieder anzusteigen. In beiden Fallen korrelierte die Telomerase-

Aktivitat mit der Telomerlange (Abb. 3.4; gezeigt fur Spender Hai).

Wie oben bereits erwahnt, gehen mit der Immortalisierung EBV-transformierter Zellen eine
hohe Telomerase-Aktivitat und eine Anderung des Karyotyps einher (Kataoka et al., 1997;
Okubo et al., 2001; Tahara et al., 1997). Tabelle 3.1 zeigt die Karyotypen der beiden
untersuchten B-Zelllinien. Beide Linien zeigten zu spaten Zeitpunkten der Kultivierung
ebenfalls einen fur die jeweilige Linie charakteristischen, einheitlichen, abnormalen Karyotyp
in den Metaphasen aller untersuchten Zellen. Das Ergebnis legt die Vermutung nahe, dass die
immortalisierten Zelllinien letztlich monoklonal waren. Die Zelllinie des Spenders Len wurde
zu mehreren Zeitpunkten getestet. Alle untersuchten Zellen zeigten an Tag 110 noch einen
normalen Chromosomensatz, jedoch an Tag 295 die beschriebene Mutation. Folglich muss
zwischen Tag 110 und 295 eine massive Selektion von Zellen mit dieser Translokation
stattgefunden haben. Es ist m(;glich, dass die in vitro-Kultur solche Zellen selektionierte, die
bereits in vivo diese Mutation trugen. Eine Alternative ware die Seletkion einer oder mehrerer
Zellen, die im Laufe der Kultivierung diese Mutation erworben haben. Die Translokation
t(14;18)(q32;922) ist im allgemeinen schwer zu unterscheiden von der Translokation
t(14;18)(q32;921), welche als Marker fur das follikulire Lymphom gilt (Bordeleau et al.,

2000; Knutsen et al., 1991), aber auch bei gesunden Menschen gefunden werden kann
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(Limpens et al., 1991; Wendtner et al., 2003). Die Translokation findet man bei 80 95% der
follikularen und bei 12-38% der diffus-groBzelligen B-Zell-Lymphome (Kramer ef al., 1996;
Weiss et al., 1987). Bei dieser Translokation gerat das Gen bcl-2 (B-cell-lymphoma-2) unter
die Transkriptionskontrolle des IgH-Lokus, was zu einer verstarkten Expression des anti-
apoptotischen Bcl-2-Proteins fuhrt (Korsmeyer, 1999; Tsujimoto et al., 1985). Eventuell hat
die Translokation in der B-Zelllinie des Spenders Len ahnliche Auswirkungen. Ein Vergleich
der Bcl-2-Expression dieser B-Zelllinie mit einer anderen B-Zelllinie, die diese Translokation

nicht besitzt, konnte Aufschluss daruber geben.

Fur die weitere Verwendung von B-Blasten zur Stimulation von T-Zellen bzw. als Zielzellen
in T-Zell-Assays war es zudem wichtig zu wissen, ob die Zellen auch uber einen langeren
Zeitraum alle n(;tigen Oberflichenmolekule exprimierten (Abb. 3.4 und 3.5). T-Zellen
erkennen Peptidfragmente von Proteinen des Erregers, die als Komplexe aus Peptid und
MHC-Molekul an der Oberfliche der Antigen-prasentierenden Zelle vorliegen, wobei MHC-
Klasse-I-Peptidkomplexe von CD8*-T-Zellen und MHC-Klasse-II-Peptidkomplexe von
CD4"-T-Zellen erkannt werden. CD54, auch ICAM-1 genannt, geh(;rt zu den interzellularen
Adhisionsmolekulen (ICAMs) und bindet an das T-Zell-Integrin LFA-1 (lymphocyte
function-associated Antigen-1) (Hogg et al., 1993). Man nimmt an, dass dies das wichtigste
Adhisionsmolekul fur die Lymphozytenaktivierung ist, da Antik&rper gegen LFA-1 sowohl
die Aktivierung naiver T-Zellen als auch die der cytotoxischen Effektorzellen effektiv
hemmen (Hogg et al., 1993). Die am besten charakterisierten kostimulatorischen Molekule
auf Antigen-prasentierenden Zellen sind die strukturverwandten Glykoproteine B7.1 (CD80)
und B7.2 (CD86) (Azuma et al., 1993; Freeman et al., 1991). Sie sind homodimere Mitglieder
der Immunglobulinsuperfamilie und interagieren mit CD28 auf naiven T-Zellen bzw. mit
CTLA-4 auf aktivierten T-Zellen (Sharpe, 1995; Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995).
Die Expression dieser wichtigen Oberflichenmolekule auf B-Blasten wurde mit der auf LCLs
oder mLCLs verglichen. Auf allen untersuchten Zellen konnte eine starke Expression der
MHC-Klasse-I- und -II-Molekule detektiert werden. Auf allen untersuchten Zelllinien konnte
auch Expression von CD54, CD80 und CD86 nachgewiesen werden. Die Zelllinien hatten ein

ahnliches Expressionsniveau fur alle untersuchten Marker.

Im Gegensatz zu LCLs und mLCLs konnte auf B-Blasten keine Expression von CD21
nachgewiesen werden. Die hauptsachliche Funktion des Komplementrezeptors II

(CR2/CD21) ist die Bindung des C3d-Fragments des Komplementsystems auf
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Immunkomplexen (Carroll, 1998). Daneben ist aber auch bekannt, dass er der wichtigste
Ligand fﬁr die Adsorption von EBV-Virionen darstellt (Klein et al., 1978; Nemerow et al.,
1989; Tanner et al., 1987) und in die B-Zell-Aktivierung, -Proliferation und -Differenzierung
involviert ist (Ahearn et al., 1989; Fearon, 1993). Das Fehlen dieses Oberﬂ’aichenmolekﬁls
schien aber auf die Fahigkeit der B-Blasten als Stimulatoren keinen Einfluss zu haben (eigene
Ergebnisse und Lapointe et al., 2003). Daruber hinaus lieBen sich B-Blasten trotz des
fehlenden Rezeptors mit EBV infizieren (Daten nicht gezeigt). Dies steht in Einklang mit
frﬁheren Beobachtungen (Banchereau et al., 1991), die ebenfalls die Infizierbarkeit von B-
Blasten mit EBV zeigten und deckt sich mit den Beobachtungen meiner Arbeitsgruppe, bei
denen rekombinantes EBV eingesetzt wurde, das das CD21-bindende Glykoprotein nicht
exprimiert (Neuhierl et al., 2002). Allerdings konnten O’Nions und Allday B-Blasten zwar
mit EBV-infizieren, aber eine Wachstumstransformation trat nicht auf, so dass die Zellen 7
Tage nach Infektion abstarben, obwohl sie weiter mit CD40L-Zellen kokultiviert wurden
(O'Nions et al., 2004). Die Expression von CD21 wurde im Rahmen dieser Ver(;ffentlichung
allerdings nicht untersucht und B-Blasten konnten, wie bereits erwahnt, in der publizierten
Arbeit nur 3-4 Wochen kultiviert werden. O’Nions ef al. verwendeten fur ihre Versuche
angereicherte B-Zellen aus Leukozytenkonzentraten, die aus mehreren Spendern gewonnen
wurden. Zudem erfolgte die Kultivierung ohne Cyclosporin A, dass das Wachstum von T-
Zellen unterdruckt. Durch das in dieser Arbeit etablierte Protokoll war es m&glich B-
Blastenlinien von allen Spendern zu etablieren, die einen einheitlichen Phanotyp zeigten, der

dem anderer aktivierter B-Zellen in fast allen Punkten entsprach.

Wie die Analyse der Oberflachenmarker zu vermuten liess, konnte gezeigt werden, eigneten
sich B-Blasten gut als Zielzellen in Zytotoxizitats-Assays oder zur Stimulation der
Zytokinproduktion bei T-Zellen und zeigten in diesen Versuchen nur einen sehr geringen
Hintergrund (Abb. 3.7). Zur Stimulierung CMV- und/oder EBV-spezifischer T-Zellen konnen
B-Blasten mit einem oder mehreren Peptidepitopen beladen werden (Lapointe et al., 2003;
Schultze et al., 1997; von Bergwelt-Baildon et al., 2002). Diese Art der Stimulierung ist sehr
effizient, beschrankt sich aber auf bekannte Epitope. Die Verwendung einer Peptidbank
wurde dieses Problem umgehen, ist aber sehr kostenintensiv. Auch konnen CD40-aktivierte
B-Blasten mit einem retroviralen Vektor infiziert werden (Kondo et al., 2002) oder mit CMV-
Lysat oder -Protein beladen werden (Lapointe ez al., 2003). In allen Fallen schlieft sich an die
Generierung der B-Blasten ein weiterer Schritt an, um die Zellen zur T-Zellstimulation

einsetzen zu konnen. Deswegen wurden B-Blasten, trotz ihrer hervorragenden Eigenschaften
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als Antigen-prasentierende Zellen und ihrer Proliferationseigenschaften, im Rahmen dieser

Arbeit nicht zur Generierung von Virus-spezifischen T-Zelllinien eingesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden autologe mLCLs zur Generierung CMV-spezifischer,
zytotoxisch aktiver T-Zelllinien eingesetzt, die das Antigen von Interesse konstitutiv
exprimierten. Diese mLCLs sind aktivierte B-Zelllinien, die stabil ein rekombinantes mEBV-
Episom tragen. Dieser mEBV-Vektor sorgt sowohl fur die Wachstumstransformation der B-
Zellen als auch fur die konstitutive Expression eines beliebig gewahlten Modellantigens in der
mLCL (Moosmann et al., 2002). Die effiziente, routinemallige Generierung autologer
mLCLs, die frei von Wildtyp-EBV oder Helfer-Virus sind, basiert auf einem
Verpackungssystem fur EBV-Vektoren (Delecluse et al., 1999). Die Zelllinie 293/TR2 wurde
durch stabile Transfektion von humanen Nierenzellen der Linie HEK293 mit einem EBV-
Genom hergestellt, dem die zur Verpackung des Genoms in Viruspartikel nc;tigen »terminal
repeats* (TR) fehlen. Infekti(;se EBV-Partikel k(;nnen erst gebildet werden, wenn die Zelle
mit einem verpackbaren, also die TR enthaltenden EBV-Vektor, und einem Plasmid zur
ﬁberexpression des viralen Faktors BZLF-1 transfiziert wird. Daraufthin induziert BZLF-1
den lytischen Zyklus von EBV, das TR-negative EBV-Helfer-Genom liefert die genetischen
Informationen zur Synthese der Kapsidproteine und sonstiger lytischer Faktoren, und die TR-
positive EBV-Vektor-DNA - in diesem Fall der mEBV-Vektor - wird in die neu gebildeten
Viruspartikel verpackt. Durch einen einzigen Infektionsschritt mit den mEBV-Partikeln erhalt
man wachstumstransformierte B-Zellen mit dem Phanotyp einer professionellen, Antigen-

prasentierenden Zelle, die das gewunschte Fremdantigen prasentieren.

Als Fremdantigene wurden pp65 und IE1 des humanen CMV ausgewahlt. Zytotoxische T-
Zellantworten wurden zunachst gegen das Tegument-Protein pp65 festgestellt (Boppana et
al., 1996; Wills et al., 1996), spater aber auch gegen IE1 (Gyulai et al., 2000; Kern et al.,
1999). Dass gerade diese beiden Proteine des Cytomegalovirus zu starken Reaktivitaten
fﬁhren, kann mit der Tatsache erklart werden, dass Peptide dieser Proteine relativ fr{ih nach
Infektion der Zelle uber MHC-Klasse-I-Molekule auf der Oberfliche der betroffenen Zellen
prasentiert werden (Arrode et al., 2000; Reusser et al., 1991). Darﬁber hinaus kc;nnen n
gesunden Spendern eine groe Anzahl CD4"-T-Zellen gefunden werden, deren Reaktivitat
sich gegen pp65 und IE1 richtet (Davignon et al., 1995; Kern et al., 1999; Vaz-Santiago et al.,
2001). Viele gesunde CMV-positive Spender zeigen in der Regel Reaktivitat gegen beide

Antigene (Gyulai et al., 2000). Es scheint daher sinnvoll, Antigene aus verschiedenen Stadien
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der Replikation des Virus fur eine moglichst viele Spender umfassende Immuntherapie zu
verwenden. Um eventuell vorhandene Reaktivitaten zu stimulieren, die gegen beide wichtigen
CMV-Antigene gerichtet sind, wurde zusatzlich ein mEBV-Vektor konstruiert, der fur ein

pp65_IE1-Fusionskonsprotein kodiert.

CMV-Infektionen sind fur viele Komplikationen und Todesfalle nach hamatopoetischer
Stammzelltransplantation und Organtransplantation oder bei HIV-Patienten verantwortlich
(Boeckh er al., 2003; Bueno et al., 2002; Hibberd et al., 1995; Komanduri et al., 1998;
Ljungman, 2002; MacGregor et al., 1995). Obwohl neue antivirale Medikamente einen
grofien Fortschritt bei der Pravention oder Bekampfung von Herpesvirus-Infektionen gebracht
haben (Peggs et al., 2004), bleibt die lang anhaltende Kontrolle persistierender Herpesviren
von der Fahigkeit des Empfangers abhangig, eine adaquate Immunantwort gegen das
jeweilige Pathogen auszubilden. Das Forschungsinteresse bei Ansatzen zum adoptiven
Transfer CMV-spezifischer T-Zellen fokussierte sich bisher hauptsachlich auf CD8" T-Zellen,
da die ersten Studien gezeigt hatten, dass die Applikation dieser Zellen ausreichte fur die
Pravention CMV-assoziierter Krankheiten kurz nach der Transplantation (Riddell ez al., 1992;
Walter et al., 1995). In klinischen Studien konnte aber gezeigt werden, dass fur eine lang
anhaltende Immunitat gegenﬁber CMYV die Applikation von CD8" und CD4" Antigen-
spezifischen T-Zellen natig ist (Einsele et al., 2002b; Peggs et al., 2003; Walter et al., 1995).

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher auf der Untersuchung der Frage, ob durch
Stimulation mit autologen mLCLs sowohl CD4" als auch CD8* CMV-spezifische T-Zellen
expandiert werden konnen und wie die generierten T-Zellpopulationen zusammengesetzt sind.
Dafur wurden zufallig gewahlte EBV- und CMV-positive Spender mit unterschiedlichen
HLA-Typen verwendet. Ausgeschlossen wurden Spender nur, wenn sie einen HLA-Typ
besallen, der es nicht erlaubte, Epitop-spezifische T-Zellen mit den vorhandenen Tetrameren
oder Peptiden naher zu analysieren. Bei der Verwendung von pp65-, IE1- und pp65_IE1-
mLCLs zur Stimulation dominierten in allen Fallen CD8* T-Zellen deutlich uber CD4* T-
Zellen (Abb. 3.32).

Im Falle von pp65-mLCL-stimulierten T-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass bei allen vier
Spendern - mit Ausnahmen eines Epitops bei Spender F60 (TPR-Epitop) - alle untersuchten
CMV-Epitop-Spezifitaten uber den gesamten Zeitraum der Kultivierung mit HLA-Peptid-

Tetrameren detektiert und expandiert werden konnten (Abb. 3.10). Bei Stimulation mit

113



Diskussion

autologen IE1-mLCLs konnten bei allen Spendern, soweit Tetramere zur Verfﬁgung standen,
IE1-spezifische T-Zellen detektiert werden (Abb. 3.33 B). Entsprechend konnten bei
pp65_IE1-mLCL-stimulierten T-Zelllinien bei allen Spendern sowohl pp65- als auch IE1-
Epitop-spezifische T-Zellen expandiert werden (Abb. 3.33 A). Drei von vier Zelllinien
wurden von pp65-spezifischen, die T-Zelllinie des Spenders F61 von IE1-Epitop-spezifischen
(VLE-Epitop) T-Zellen dominiert. Im Gegensatz dazu konnten EBV-Epitop-spezifische T-
Zellen bei Stimulation mit pp65-mLCL und pp65_IE1-mLCL nur bei einem Teil der Spender
expandiert werden. Mit Hilfe der HLA/Peptid-Tetramere kann wahrscheinlich nur ein kleiner
Teil der ex vivo vorkommenden Spezifitat abgefragt werden, so dass Aussagen uber die
Dominanz nur bei einzelnen Epitopen gemacht werden konnen. Daher kann die Analyse
mittels HLA/Peptid-Tetrameren die Zusammensetzung der polyklonalen T-Zelllinien nur zum
Teil beschreiben. Daher wurden zusatzliche Analysen durchgefﬁhrt, die nicht von der genauen
Epitop-Spezifitat abhangig sind, wie die unten diskutierten ELISA- und Zytotoxizitats-

Experminente.

Ein gezielter negativer Einfluss von pp65 auf die Prozessierung und Prasentation eines
koexprimierten CMV-Antigens ist kontrovers diskutiert worden (Gilbert ez al., 1996; Kern et
al., 1999). Die Koexpansion pp65- und IE1-Epitop-spezifischer T-Zellen in drei von vier
Fallen legt die Vermutung nahe, dass die zur Stimulation verwendeten mLCLs IE1 ebenso gut
prasentierten wie pp65. Mit IE1-mLCL stimulierte Linien zeigten Reaktivitat gegen autologe
und HLA-kompatible mLCLs, wenn diese IE1 oder das Fusionskonstrukt pp65_IE1
exprimierten (Abb. 3.34 und 3.36 A). Das bedeutet, dass die Prozessierung und Prasentation
von IE1-Peptiden in pp65_IE1-mLCLs durch die Expression des Fusionsproteins pp65_IE1
nicht in dem MaBe verandert wird, dass deutliche Auswirkungen auf ihre Erkennung durch

IE1-spezifische T-Zellen entstehen.

Mittels IFN-y-ELISAs konnte gezeigt werden, dass alle generierten T-Zelllinien nur dann
IFN-y sezernierten, wenn die zur Stimulation eingesetzten Zellen CMV-Antigene
exprimierten und die Zellen HLA-kompatibel waren (Abb. 3.11, 3.34 und 3.35). Dabei
erkannten pp65-stimulierte mLCLs immer autologe und HLA-kompatible, pp65-
exprimierende mLCLs und IE1-stimulierte ebensolche IE1-exprimierenden mLCLs. Bei der
Stimulation mit autologen pp65_IE1-mLCLs erkannten die Linien in den meisten Fallen
sowohl pp65- als auch IE1-exprimierende Zellen, mit Ausnahme der T-Zelllinie des Spenders
F46, die nur IE1-exprimierende mLCLs (Abb. 3.35), und der T-Zelllinie des Spenders F60,
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die nur pp65-exprimierende mLCLs (Daten nicht gezeigt) detektirerte. Spender F46 scheint
somit nur wenige pp65-spezifische Vorlauferzellen, Spender F60 nur sehr wenige IE1-
spezifische Vorlauferzellen zu besitzen. Die Wahl des Fusionskonstrukts zur Stimulierung
von T-Zellen, die gegen die beiden wichtigen Antigene von CMV gerichtet sind, scheint
somit sinnvoll, da in drei von funf Fillen T-Zellen beider Spezifitaten expandiert werden
konnten. Aullerdem schlie3t die Verwendung des Fusionskonstrukts auch Spender ein, die

hauptsachlich Reaktivitat gegen nur eines der beiden Epitope zeigen.

In TDA-Freisetzungsversuchen zeigten alle generierten T-Zelllinien entsprechend ihrer
Spezifitat eine starke HLA-restringierte Lyse (50-100%) von CMV-exprimierenden Zielzellen
bei einem Effektor/Zielzell-Verhaltnis von 8:1 (Abb. 3.12 und 3.36). Kontroll-mLCLs oder
HLA-inkompatible Zielzellen wurden weitaus schwacher lysiert (1-30%). Aussagen uber
Spezifitat und HLA-Restriktionen der T-Zelllinien, die auf Grund der Daten aus IFN-y-
ELISA-Experimenten getroffen worden waren, konnten in allen Fallen durch die Daten der
Zytotoxizitatsanalysen bestatigt werden. Samtliche polyklonalen T-Zelllinien aller Spender
zeigten eine Antigen-spezifische und HLA-restringierte Reaktivitat. Fur alle T-Zelllinien
konnte gezeigt werden, dass sie lytisch reaktiv gegen CMV-Antigen-exprimierende Zellen

sind und diese Reaktivitat einhergeht mit IFN-y-Produktion.

Mittels HLA/Peptid-Tetrameren und Peptiden kann nur das Vorhandensein von bekannten
CD8-Epitopen abgefragt werden. Hochstwahrscheinlich enthielten die Zellkulturen weitere
CD8-Spezifitaten und eventuell auch CMV-spezifische CD4" T-Zellen. Diese Spezifitaten
und ihre relative Haufigkeit sollten ebenfalls ermittelt werden. Um die polyklonalen pp65-
und pp65_IE1-mLCL stimulierten T-Zelllinien genauer zu analysieren, wurden von jeweils
drei Linien Einzelzellklonierungen durchgefﬁhrt und alle proliferierenden Klone untersucht.
Bei allen getesteten Linien war die Mehrheit der ausgewachsenen Klone CMV-spezifisch
(Tab. 3.3 und 3.9). Die Klonierbarkeit einer Einzelzell ist ein Hinweis auf ein gutes
proliferatives Potential, da im Anschluss an eine bereits erfolgte polyklonale Expansion die
Klone >10°fach expandiert werden konnten. Im Falle der Stimulation mit pp65- und
pp65_IE1-mLCLs sind die meisten dieser langlebigen T-Zellen CMV-spezifisch. Die meisten
der CMV-spezifischen T-Zellklone waren CD8-positiv, aber in drei Ansatzen konnten auch
CD4" T-Zellklone gefunden werden, die gegen pp65 oder IE1 reaktiv waren. Bei Stimulation
mit pp65_IE1-mLCLs wurden meist mehr pp65-spezifsche als IE1-spezifische Klone
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gefunden. Nur bei der Linie des Spenders F45 war das Verhaltnis pp65- und IE1-spezifischer

Klone fast gleichwertig.

Die Verwendung von CMV-Antigen-exprimierenden mLCLs erméglicht also die Stimulation
von Antigen-spezifischen CD8" und CD4" T-Zellen. Somit prasentieren mLCLs CMV-
Antigene sowohl uber MHC-Klasse-I- als auch uber MHC-Klasse-II-Molekule. Der gangigen
Meinung nach werden uber MHC-Klasse-II-Molekule internalisierte - also exogene -
Antigene in endosomalen Kompartimenten fragmentiert und auf die MHC-Klasse-II-
Molekule geladen. Neuere Analysen von MHC-Klasse-II-gebundenen Peptiden ergaben aber,
dass ein grofler Anteil der Peptide von endogenen Antigenen stammte (Rammensee ef al.,
1999). Tewari und Kollegen fanden vor kurzem einen cytosolischen Abbauweg MHC-Klasse-
II-restringierter Peptide, der Proteasom und TAP abhangig ist (Tewari et al., 2005).
AuBerdem wurde kurzlich gezeigt, dass ein cytosolisches Modellantigen (Nimmerjahn et al.,
2003) und das EBV-Antigen EBNA1 (Paludan et al., 2005) in LCLs uber Autophagie in
vesikulare Kompartimente gelangen. Die Trennung zwischen Klasse-1- und -1I-Prasentation
ist also weniger scharf als ursprﬁnglich angenommen. Ahnliche Mechanismen konnten bei

mLCLs bei der Antigenprasentation zum Tragen kommen.

Fur Klone, die aus pp65-mLCL-stimulierten T-Zelllinien generiert worden waren, konnte mit
Hilfe HLA-kompatibler mLCLs ihre HLA-Restriktion ermittelt werden (Abb. 3.14). Fﬁr
pp65-spezifische CD8" T-Zellklone konnten mindestens zwei unterschiedliche HLA-
Restriktionen fur jeden Spender gefunden werden. Beim Spender F46 konnten sowohl fur
HLA-Klasse-I als auch fur HLA-Klasse-II jeweils drei verschiedene Restriktionen
identifiziert werden. Fur die Untersuchung der HLA-Restriktion der Klone, die aus pp65_IE1-
mLCL-stimulierten T-Zelllinien generiert worden waren, stand nur ein begrenzte Zahl an
HLA-kompatiblen IE1- und/oder pp65-1E1-exprimierender mLCLs zur Verfﬁgung. Dennoch
konnten einige HLA-Restriktionen anhand der Erkennung HLA-kompatibler mLCLs
bestimmt werden, teilweise wurde die HLA-Restriktion-Analyse uber die Erkennung
autologer, Peptid-beladener B-Blasten erganzt (Tab. 3.11). Durch die Stimulation mit pp65-
und pp65_IE1-mLCLs werden somit T-Zelllinien generiert, die ein breites Spektrum an HLA-
restringierten Epitopen erkennen. Es kann angenommen werden, dass ein Grofteil der im
Spender vorliegenden Diversitat an pp65- bzw. IE1-spezifischen T-Zellen durch diese
Methode in vitro expandiert werden kann, da zum einen T-Zellen mit einer Spezifitat

expandiert worden waren, die fur den HLA-Typ nicht als dominant galt, zum anderen konnten

116



Diskussion

T-Zell-Spezifitaten nach mehreren Restimulationen detektiert werden, die bei frisch isolierten

PBMCs auf Grund ihrer geringen Haufigkeit noch nicht detektiert werden konnten.

In dieser Arbeit konnten zwei neue CD8" T-Zellepitope fur pp65 identifiziert werden. Mit
Hilfe einer ﬁberlappenden Peptidbank, die die gesamte Sequenz von pp65 abdeckt (Kern et
al., 2002), konnte das HLA-B14 restringierte Epitop RRRHRQDAL (Abb. 3.19) und das
HLA-B3501-restingierte Epitop NQWKWPDVY (Abb. 3.17) gefunden werden. Das HLA-
B14-restringierte Epitop ist das erste gefundene pp65-Epitop, das uber diesen HLA-Typ
prasentiert wird. Fur das HLA-Allel B3501 wurde bisher das Nonamer IPSINVHHY als
pp635-Epitop charakterisiert (Gavin et al., 1993). Weitere Untersuchungen werden Aufschluss
uber die relative Immundominanz des neuen Epitops NQW geben. Daruber hinaus konnte ein
neues CD4*-Epitop gefunden werden, und einige kurzlich gefundene pp65-Epitope konnten
bestatigt werden (Tab. 3.5). Bemerkenswert ist, dass dominante Epitop-Spezifitaten innerhalb
der klonierten T-Zellpopulation gefunden wurden, die in PBMCs ex vivo nicht detektiert
werden konnten. Dies ist ein Indiz dafﬁr, dass mittels mEBV-transformierter mLCLs auch T-
Zellpopulationen mit geringen Vorlauferzahlen im Blut expandiert werden konnen. Daruber
hinaus konnte mit einer ﬁberlappenden Peptidbank, die die gesamte Sequenz von IE1 abdeckt
(Tab. 3.10), gezeigt werden, dass innerhalb der Sequenzen (CRVL)CCYVLEETSVM(LAKR)
bzw. (CCYV)LEETSVMLAK(RPLIT) ein HLA-B14-restringiertes Epitop liegen muss (Tab.
3.11). Durch Klonierung mehrerer pp65_IE1-mLCL stimulierter Linien sollte es m(;glich
sein, mit Hilfe der ﬁberlappenden Peptidbanken von pp65 und IE1 neue Epitope fur beide
Proteine zu bestimmen. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass pp65-spezifische T-Zellklone
auch in der Lage sind, CMV-infizierte Zellen zu erkennen (Abb. 3.20). Alle vier getesteten,
HLA-B35-restringierten NQW-spezifischen Klone erkannten CMV- oder MVA-pp65-
infizierte, HLA-B35-kompatible Fibroblasten und autologe, MV A-pp65-infizierte B-Blasten,

nicht aber uninfizierte oder mit Kontroll-MV A-infizierte Zellen.

Die Stimulation mit pp65_IEI-mLCLs ist somit eine geeignete Methode, um ohne
Klonierung, ohne Isolation bestimmter Subpopulationen, ohne Anwendung allogener oder
autologer ,,feeder*-Zellen und ohne unspezifische Stimuli CMV-spezifische T-Zellen zu
expandieren. Ohne Probleme werden Zellzahlen erreicht, die den Bedarf bei einer adoptiven
T-Zell-Therapie decken wurden. Bei der EBV-spezifischen T-Zelltherapie genﬁgen zwel bis
vier Gaben von 1-2 x 107 Zellen pro m’ K&rperoberﬂ%iche des Patienten fur eine mehrere

Monate anhaltende Immunrestauration (Heslop et al., 1996 1998). IE1- oder pp65-
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exprimierende mLCLs sind weniger gut fur die Generierung einer méglichst umfassenden T-
Zellantwort geeignet, da jeweils einer der hier untersuchten Spender keine Reaktivitat gegen
pp65 oder IE1 zeigte. Optimal scheint die Verwendung pp65_IE1-mLCLs zu sein, da
vorhandene T-Zellen beider Spezifitaten reaktiviert und expandiert werden konnen. Die
Expression als Fusionsprotein hat allem Anschein nach keinen Einfluss auf die effiziente

Prozessierung und Prasentation der beiden Antigene.

CMV-spezifische T-Zellen fur den adoptiven Transfer wurden bisher immer unter
Verwendung autologer Antigen-prasentierender Zellen generiert (Einsele ef al., 2002b). Hier
sollte getestet werden, ob durch Anlegen einer grofen allogenen pp65-mLCL-Bank, die sehr
viele HLA-Kombinationen umfasst, der Zeitraum, der zur Generierung CMV-spezifischer T-
Zellen bisher benétigt wird, verkurzt werden kann. T-Zellen zweier Spender wurden mit
pp65-mLCLs stimuliert, die in zwei oder mehr HLA-Klasse-I-Allelen ubereinstimmten (Tab.
3.6). Allogen stimulierte T-Zelllinien proliferierten dabei viel starker als autolog stimulierte
T-Zelllinien (Abb. 3.21). Obwohl in allogen stimulierten T-Zelllinien CMV-spezifische,
CD8-positive T-Zellen mittels HLA/Peptid-Tetramer-Farbung detektiert wurden (Abb. 3.23),
war ihre Anzahl und/oder Aktivitat zu gering, um ihre Funktion im Lyseassay bestatigen zu
konnen (Abb. 3.24). Die Lyse von pp65- und Kontroll-mLCLs des HLA-kompatiblen zur
Stimulation eingesetzten Spenders war sehr stark, was auf eine dominierende Alloreaktivitat
innerhalb der zytotoxischen T-Zellen schlieBen lasst. Dies ist auf die hohe Dichte von
Alloantigenen auf der Oberflache der zur Stimulation eingesetzten allogenen mLCL
zuruckzufuhren. Die Experimente zeigten dennoch, dass CMV-spezifische T-Zellen auch im
allogenen Stimulationssystem expandiert werden konnen. Allerdings wird, wie zu erwarten
war, ihre Expansion durch alloreaktive T-Zellen stark ﬁberlagert. Ein therapeutischer Einsatz
ware nur dann m(;glich, wenn eine Isolation der spezifischen T-Zellen und eine extrem gute
Kontrolle der Abwesenheit alloreaktiver Zellen durchgefﬁhrt werden wurde. Da dies sehr
aufwendig ist, sind momentan autolog stimulierte T-Zellen fur den adoptiven T-Zell-Transfer

die bessere Option.

Nach wie vor stellt die Generierung CMV-spezifischer T-Zellen aus CMV-negativen
Spendern ein grofles Problem dar. Auch die Verwendung dendritischer Zellen (DCs) scheint
dieses Problem nicht hinreichend zu losen. DCs sind sehr potente Antigen-prasentierende
Zellen (APCs). Sie sind in der Lage, sowohl naive T-Zellen zu primen, als auch eine starke

sekundare, MHC-Klasse-I-restringierte T-Zellantwort hervorzurufen (Brossart et al., 1998;
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Nestle et al., 1998; Porgador et al., 1995; Steinman, 1991). Kleihauer et al. (2001) benutzten
mit NLV-Peptid-beladenen DCs zur Stimulierung autologer PBMCs, konnten aber nur bei
zwei von elf CMV-negativen Spendern zytotoxische Reaktivitat der expandierten Zellen
gegen pp65 nachweisen. Szmania et al. (2001) beluden autologe DCs ebenfalls mit dem
NLV-Peptid von pp65, fuhrten aber zuvor noch eine Positivselektion HLA/Peptide-Tetramer-
positiver Zellen durch. Nach drei bis vier Stimulationsrunden konnte aber auch so nur bei
zwei von zehn CMV-negativen Spendern eine Zytotoxizitat gegenﬁber pp65 festgestellt
werden. Peggs et al. (2001) beluden autologe DCs mit CMV-Antigen, das aus CMV-
infizierten humanen Lungenfibroblasten gewonnen wurde. Mit dieser Methode gelang es
nicht, bei sechs untersuchten CMV-negativen Spender, eine pp65-spezifische Antwort zu

generieren.

Ungeklart ist bisher die Frage, ob mLCLs sich auch zur Primarstimulation von naiven T-
Zellen eignen. LCLs scheinen prinzipiell zur Aktivierung einer primaren MHC-restringierten,
EBV-spezifischen T-Zell-Antwort fahig zu sein (Savoldo et al., 2002b; Sun et al., 1999a). Die
mit Hilfe von LCLs aus EBV-negativen Spendern generierten T-Zelllinien wurden meist von
zytotoxisch aktiven CD4" T-Zellen dominiert, deren Reaktivitat HLA-abhangig war. Mittels
Selektion von CD25" T-Zellen nach Stimulation mit autologen LCLs konnten Savoldo und
Kollegen auch T-Zellkulturen aus EBV-seronegativen Spendern generieren, die von EBV-
spezifischen CD8" T-Zellen dominiert wurden (Savoldo et al., 2002a). Allerdings konnte bei

diesen Spendern meist EBV-DNA nachgewiesen werden.

Vorversuche zur Stimulation von Virus-spezifischen T-Zelllinien aus EBV- und CMV-
negativen Spendern mittels mLCLs fuhrten ebenfalls zu CD4-dominierten T-Zellkulturen.
Treffen naive T-Helferzellen (Th) das erste Mal auf ein Antigen, konnen sie entweder zu Thl
oder Th2 differenzieren. Die Aviditat des T-Zell-Rezeptors (TCR) zum Antigen/MHC-
Komplex, die kostimulatorischen Molekule auf der Oberfliche der APC und das
Zytokinmilieu entscheiden uber die Entwicklung der Th-Vorlaufer -Zellen (Glimcher ez al.,
2000; Ho et al., 2002; Murphy et al., 2002). Beide Subpopulationen konnen durch ihre
sekretierten Zytokine unterschieden werden (Mosmann et al., 1986). Th1-Zellen produzieren
IFN-y, Interleukin-2 (IL-2) und Lymphotoxin-f3 (LT-f). Th2-Zellen hingegen produzieren IL-
4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 und IL-13. Diese von Mosman et al. in der Maus gewonnen
Erkenntnisse konnen auch auf den Menschen ﬁbertragen werden (Del Prete et al., 1991). IL-

12 wurde zwar als Produkt von EBV-transformierten B-Zellen entdeckt (Heufler et al., 1996;
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Kobayashi et al., 1989 1990), jedoch sind andere APCs, wie z. B. Makrophagen oder DCs
Hauptproduzenten von IL-12 (D’Andrea, 1992). Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass IL-12 die Differenzierung von Antigen-spezifischen T-Zellen Richtung Thl-Zellen
unterstutzt (Hsieh et al., 1993; Macatonia et al., 1995). IL-4 dagegen scheint das wichtigste
Zytokin fur die Entwicklung von Th-2-Zellen zu sein, denn IL-4- oder IL-4-Rezeptor-
Knockout-Miuse konnen keine Th2-Zellpopulation entwickeln (Kopf et al., 1993; Kuhn et
al., 1991; Noben-Trauth et al., 1997). Zudem induziert IL-4 die Hochregulation von MHC-
Klasse-II-Molekulen auf Antigen-prasentierenden B-Zellen (Nelms et al., 1999). IL-10, auch
CSIF (Cytokine Synthesis Inhibiting Factor) genannt, ist eines der wichtigsten
immunmodulatorischen Zytokine (Moore et al., 2001; Mosmann et al., 1989) und wird von
einer Vielzahl von Zellen sezerniert, unter anderen auch von Makrophagen, Th2- und B-
Zellen. Seine Hauptfunktion ist die Unterdrﬁckung der Zytokinproduktion von Makrophagen
(Mclnnes et al., 2001; Wang et al., 1995). Darﬁber hinaus inhibiert IL-10 die Synthese von
IFN-y und IL-1a in Thl- und CD8"-Zellen und unterdruckt die IFN-y- oder IL-4-induzierte
Antigenprasentation ﬁber MHC-Klasse-II stark (Hashimoto et al., 2001; Palma et al., 2002).

Diese Faktoren konnten also einen Einfluss auf die T-Zellentwicklung bei Stimulation mit
mLCLs haben. Es sollte nun untersucht werden, ob durch Zugabe von IL-12 oder durch
Abfangen von IL-4 und IL-10 mit Antik&rpern wahrend der Stimulierung der T-Zellen die
Entwicklung zu Gunsten von Thl-Zellen beeinflusst werden kann. Im Gegensatz zu T-
Zellkulturen des EBV-positiven Spenders TW produzierten Kulturen des EBV-negativen
Spenders AM mehr IL-2. IL-2 ist ein Effektorzytokin, das hauptsachlich von Thl-Zellen
synthetisiert wird und fur die Aktivierung naiver T-Zellen wichtig ist (Ben-Sasson et al.,
1990; Le Gros et al., 1990; O'Garra, 1998). Die Produktion konnte durch Supplementierung
des Mediums mit IL-12 soweit reduziert werden, dass die Mengen an produzierten IL-2 fur
beide Spender vergleichbar waren. Obwohl IL-2 traditionell als Th1-Zytokin charakterisiert
wird, wird es von naiven T-Zellen exprimiert und ist fﬁr das ,,Primen‘ von Th2-Zellen
wichtig (Mowen und Glimcher, 2004). Der IL-2-Rezeptor besteht aus der IL-2-bindenden
Untereinheit IL-2Ra (CD25) und den signalvermittelnden Untereinheiten IL-2Rp und y,. Die
CD25-Untereinheit ist auch ein Marker fur CD4'CD25"regulatorische T-Zellen (Treg) und
IL-2 scheint eine Rolle bei der Entwicklung und Funktion dieser Klasse von T-Zellen zu
spielen (Nelson, 2004). In vitro konnen CD4*CD25" Tregs die Proliferation der T-Zellen nach
Stimulation durch ihren TCR unterdrﬁcken (Bluestone et al., 2003). Ein Modell besagt, dass

in vivo die Entwicklung zu Gunsten von Effektor-T-Zellen von der Starke der Expression der
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kostimulatorischen Molekﬁle CD80 und CD86 und der Anwesenheit von inflammatorischen
Molekﬁlen, wie IL-12, abhangig ist (Bluestone et al., 2003). Ein ahnlicher Mechanismus
konnte in den autolog stimulierten T-Zelllinien des EBV-negativen Spenders eine Rolle

spielen.

Die Zugabe von IL-12 hatte noch einen weiteren Effekt. IL-12 erhohte deutlich die IFN-y-
Produktion, sowohl bei der T-Zelllinie des EBV-negativen als auch bei der des EBV-
positiven T-Zell-Spenders. Es ist bekannt, dass IL-12 die Produktion verschiedener Zytokine,
insbesondere die IFN-y-Produktion, anregt (Curfs et al., 1997). IFN-y aktiviert den Statl
Signalweg (Meraz et al., 1996), was zur Expression des Thl-spezfischen
Transkriptionsfaktors T-bet fuhrt (Ho et al., 2002). T-bet wiederum ist ein Transaktivator fur
IFN-y und induziert die Expression der p2-Untereinheit des IL-12-Rezeptors. Wie die im
Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigen, hat die Zugabe von IL-12 einen starken

Einfluss auf die Zytokinproduktion der Zelllinien innerhalb der ersten Tage.

Die Proliferation von T-Zellen des seropositiven Spenders (Wentworth et al.) blieb von der
IL-12-Zugabe unbeeinflusst (Abb. 3.27). Wurden T-Zellen des EBV-negativen Spenders
(AM) ohne Zugabe von IL-12 kultiviert, proliferierten sie ebenso wie die des EBV-positiven
Spenders. Die Zugabe von IL-12 bewirkte allerdings eine drastische Proliferationsblockade
zwischen Kultivierungstag 10 und 31. Beim EBV-negativen Spender wurden durch mLCLs
somit hauptsachlich T-Zellen stimuliert, die sensitiv gegen{iber IL-12 oder einem sekundaren
Produkt wie IFN-y sind. Dies unterstutzt die Vermutung, dass bei dem EBV-negativen
Spender durch Stimulation mit Kontroll-mLCLs hauptsachlich Treg oder Th2-Zellen

expandiert wurden.

Im Gegensatz zu T-Zelllinien des EBV-positiven Spenders zeigten T-Zelllinien des EBV-
negativen Spenders eine relativ schwache Lyse autologer und HLA-kompatibler LCLs (Abb.
3.28). Durch Zugabe von IL-12 konnten die Lyse auf eine Effizienz von bis zu 90% gesteigert
werden. In diesem Fall wurden jedoch auch autologe EBV-freie B-Blasten - wenn auch nicht
so stark - lysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Erkennung zum groflen Teil HLA-
abhangig war (Abb. 3.29). Ein Teil der nicht reprimierbaren Reaktivitat konnte auf die
Anwesenheit eines Superantigens hindeuten. Superantigene sind immunstimulatorische und
mit verschiedenen Krankheiten assoziierte Proteine bakteriellen oder viralen Ursprungs.

Anders als prozessierte Antigenpeptide binden Superantigene aullerhalb der
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Peptidbindungsfurche der MHC-Molekule und interagieren mit der VB-Domane des T-Zell-
Rezeptors (TCR) (Li et al., 1999; Papageorgiou et al., 1997). Dies fuhrt zur Stimulation eines
groflen Anteils der T-Zellpopulation (5-20%). Die Superantigen/TCR-Interaktion ist auf die
VpB-Domane beschrankt. Daher sollten sowohl CD8- als auch CD4-T-Zellen stimuliert
werden. Superantigene sind in einer Reihe von Krankheitsbildern involviert, wie z. B.
toxisches Schocksyndrom, Lebensmittelvergiftung (Dinges et al., 2000; McCormick et al.,
2000) und einigen Autoimmunkrankheiten (Renno et al., 1996). Thre Virulenz wird damit
begrﬁndet, dass sie zum einen eine ungewc;hnlich grofle Zahl von T-Zellen stimulieren und
zum anderen zur massiven Ausschﬁttung pyrogener und proinflamatorischer Zytokine, wie
IL-1, TNFa, TNFf und auch IL-2 fuhren. Sutkowski (2001) haben gezeigt, dass EBV das
humane endogene Retrovirus HERV-K18 transaktiviert, welches fur ein Superantigen codiert.
Die Ausbildung von B-Gedachtniszellen ist ein T-Zell-abhangiger Prozess (Liu et al., 1997).
EBYV macht sich also die Superantigen-stimulierten T-Zellen zunutze, um eine persistierende
Infektion im B-Zell-Gedachtnispool zu etablieren. EBV zahlt zu den onkogenen Viren und es
gibt Hinweise, die belegen, dass Th-Zellen zur Pathogenese des Virus beitragen (Sutkowski e?
al.,2001). Die in dieser Arbeit gewonnen Daten scheinen das Mitwirken eines Superantigens
bei der Stimulierung naiver T-Zellen nahe zu legen. So proliferierten T-Zellen eines EBV-
negativen Spenders bei Stimulation mit autologen mLCLs sehr stark und produzierten viel

IL-2.

Aus diesen Experimenten lasst sicht schlieBen, dass IL-12 oder funktionell ahnliche Zytokine,
z. B. IFN-y, ein nutzliches Hilfsmittel bei der T-Zellgenerierung mittels mLCLs sein konnten.
Ob man mit diesen Hilfsmitteln EBV-Antigen-spezifische T-Zellen aus seronegativen
Spendern mit hinreichender Spezifitat ohne Alloreaktivitat generieren kann, konnte nicht

abschlielend geklart werden, wird aber Ziel zukﬁnftiger Untersuchungen sein.

Die Restauration der antiviralen zellularen Immunantwort ist eine attraktive Alternative zur
antiviralen Chemotherapie. Fortschritte in methodischen Entwicklungen und konzeptionelle
Erkenntnisse haben in den letzten Jahren die Entwicklung einer Vielzahl von Ansatzen
erlaubt, Antigen-spezifische T-Zellen zu generieren. Dabei werden z. B. Monozyten, DCs
oder lymphoblastoide B-Zelllinien als APCs verwendet, die entweder exogen mit Peptiden
oder Proteinen beladen werden, oder - nach Transduktion mit einem viralen Vektor - endogen
Antigene prasentieren (Einsele et al., 2004). Unter anderem werden auch CMV-infizierte

Fibroblasten zur Generierung CD8" und CD4" positiver, CMV-spezifischer T-Zellen
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verwendet (Riddell er al., 1992; Walter et al., 1995). Des Weiteren k(;nnen auch durch die
Verwendung von rekombinanten Viren Antigene in DCs oder CD40-B-Blasten eingebracht
werden (Bonini et al., 2001; Hamel et al., 2002; Keever-Taylor et al., 2001). Dazu werden
APCs entweder mit einem retroviralen Vektor transfiziert oder mit Vaccinia- oder Adenoviren
infiziert, die fur das gewﬁnschte Antigen kodieren. Ein grofler Vorteil dieser Methoden ist,
dass alle wichtigen Epitope auf verschiedenen MHCKlasse-I-Molekulen prasentiert werden.
Allerdings birgt die Verwendung von Vaccinia- oder Adenoviren die Gefahr, eine antivirale
Immunantwort im Empfanger hervorzurufen, wenn dieser zuvor Kontakt mit diesen Viren
hatte. Eine sichere Alternative ohne Verwendung infektioser Viren ist das Beladen von APCs
mit Peptiden. Die Kokultivierung von CMV-Peptid-beladenen DCs mit autologen PBMCs
fﬁhrte zur Stimulation von CD4" und CD8", CMV-spezifischen T-Zellen (Kleihauer et al.,
2001; Peggs et al., 2002). Repetitive Restimulierung mit Peptid-beladenen DCs fuhrt zu
Kulturen, die hauptsachlich aus CMV-spezifischen T-Zellen bestehen (>80%) (Bissinger et
al., 2002). Ein generelles Problem bei der Verwendung von LCLs und B-Zelllinien zur
Generierung CMV-spezifischer T-Zellen ist ihre schlechte Transfizierbarkeit (Retiere et al.,
2000; Sun et al., 1999b). AuBerdem stellt die Verwendung von replikationsfahigem EBV ein
schwer abschatzbares Risiko bei adoptiven Transfer so generierter T-Zellen dar. Der Vorteil
der Verwendung des mEBV-Systems ist offensichtlich. Es wird Zeit und Arbeitsaufwand
gespart, da das mEBV-System Wachstumstransformation der B-Zellen und Einfﬁhrung des
Antigenexpressionsvektors in einem Schritt vereinigt. Es wird weder replikationsfahiges EBV
noch ein zweites rekombinantes Virus benétigt. Zudem erlaubt die Verwendung von mLCLs
die Expansion aller im Spender fur das gewﬁnsohte Antigen vorhandenen Epitop-spezifischen

T-Zellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass mLCLs ein grofles Potential fur die
Generierung CMV-spezifischer T-Zellen sowohl aus seropositiven als auch aus seronegativen
Spendern besitzen. Durch die Verwendung von pp65_IE1-mLCLs werden zwei wichtige
CMV-Antigene abgedeckt. Zudem sind mLCLs leicht zu generieren. T-Zellen, die mittels
autologer mLCLs generiert wurden, zeigten eine starke CMV-spezifische und HLA-
restringierte Reaktivitat. Nach den Erfahrungen bei Gabe von EBV-spezifischen T-Zellen
nach allogener Stammzelltransplantation (Haque et al., 1998; Heslop et al., 1996; Khanna et
al., 1999; Rooney et al., 1998), sollte der Einsatz derart generierter CMV-spezifischer T-
Zellen zur Prophylaxe und Therapie von CMV-assoziierten Krankheiten méglich sein. Die

Spezifitat und m(;gliche Alloreaktivitat der generierten T-Zellen wurde ex vivo bestimmt, aber
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erst in einer klinischen Studie kann letztlich die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit der
generierten und transferierten CD4" und CD8" T-Zellen getestet werden. Obwohl die
Verwendung von mLCLs erhebliche Sicherheitsvorteile insbesondere gegenﬁber LCLs hat,
konnen weitere Verbesserungen des Systems seine Attraktivitat erhohen. Deswegen befasst
sich ein weiteres Projekt mit der Optimierung der Verpackungszelllinie 293/TR"2, um ihr
onkogenes Potential noch weiter zu minimieren. Auch die mEBV-Vektoren sind Ziel solcher
Optimierungen. Mit der M(;glichkeit der Ausschaltung samtlicher onkogener Eigenschaften
des Virus wird das EBV-System zunehmend fur eine klinische Anwendung interessanter.
Zurzeit werden zudem Stimulationsprotokolle getestet, um T-Zellen in geschlossenen
Systemen in grolem Malstab zu generieren und damit das Kontaminationsrisiko zu

minimieren.
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5 Zusammenfassung

Der fehlende Wiederaufbau einer Cytomegalovirus-(CMV)-spezifischen T-Zell-Antwort nach
allogener Stammzelltransplantation fuhrt zu einem erhohten Risiko einer CMV-Erkrankung.
Der adoptive Immuntransfer von CMV-spezifischen T-Zellen bietet hier eine
vielversprechende Therapieoption. Entscheidend fur eine effiziente Immuntherapie ist die
gleichzeitige Gabe von CMV-spezifischen zytotoxischen CD8" T-Zellen und CD4" T-Helfer-
Zellen, die gegen verschiedene Zielepitope und Zielantigene gerichtet sind. Ben(;tigt wird
daher ein Antigen-Prasentationssystem, das die Expansion einer Vielfalt spezifischer T-Zellen

ermoglicht.

Aufgabe dieser Arbeit war die Herstellung und Untersuchung der Spezifitat und Diversitat
von CMV-spezifischen T-Zellen, die mit Hilfe eines innovativen Antigen-
Prasentationssystems hergestellt wurden: des mini-EBV-Systems. Das mini-EBV-System
beruht auf rekombinanten Epstein-Barr-Virus-Vektoren (mini-EBVs), in die das Gen eines
beliebigen Antigens eingebaut werden kann. Diese Vektoren fuhren zur
Wachstumstransformation von B-Zellen zu sogenannten mini-LCLs (mini-lymphoblastoide
Zelllinien), die das gewu}lschte Antigen exprimieren. Zudem sind mini-LCLs Virus-frei und
daher im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz als besonders sicher anzusehen. Als die
beiden wichtigsten CMV-Antigene wurden das Phosphoprotein pp65 und das ,,immediate
early“-Protein IE1 beschrieben. Deren Gene wurden einzeln oder als Fusionskonstrukt
pp65 IE1 in den mini-EBV-Vektor eingebaut. Mit diesen Vektoren konnten fur alle
untersuchten Spender mini-LCLs hergestellt werden, die die jeweiligen Antigene stabil

exprimierten.

Die Stimulation von PBMCs mit den autologen CMV-Antigen-exprimierenden mLCLs
erm&glichte die Generierung pp65-spezifischer T-Zellen bei vier von vier CMV-seropositiven
Spendern bzw. IE1-spezifischer T-Zellen bei funf von funf Spendern. Samtliche T-Zelllinien
zeigten eine HLA-restringierte, CMV-spezifische Zytotoxizitat und eine spezifische
Produktion des Zytokins Interferon-y. Nach Stimulation mit pp65_IE1-exprimierenden mini-
LCLs konnten T-Zellen gegen beide Antigene bei funf von funf Spendern nachgewiesen
werden. Durch Einzelzellklonierungen konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe von mini-LCLs
sowohl CD8" als auch CD4" CMV-spezifische T-Zellen gegen pp65 und IE1 generiert
werden k(;ﬁnen, die eine Vielzahl an Epitopen erkennen, die durch verschiedene HLA-
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Zusammenfassung

Molekule prasentiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten zudem fur pp65 zwei neue

CD8-Epitope und ein neues CD4-Epitop identifiziert werden.

Als EBV-freie Zielzellen fur verschiedene T-Zell-Analysen konnten von 25 von 25 Spendern
durch Stimulation des CD40-Rezeptors stabile B-Zelllinien (B-Blasten) generiert werden. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass sich diese Zellen uber einen sehr
langen Zeitraum - bis zu 800 Tagen - kultivieren lassen, dabei Virus-frei bleiben und
verschiedene Oberflachenmolekule konstant exprimieren, die fur die effiziente Antigen-
Prasentation gegenui)er T-Zellen essentiell sind. Solche stabilen B-Blastenlinien stellen daher
eine neue Kategorie von Antigen-prasentierenden Zellen mit vielversprechenden

Anwendungsm&glichkeiten dar.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass mini-LCLs die Generierung CMV-
spezifischer T-Zellen umfassender Spezifitat und Funktion ermaglichen. Der Einsatz des
mini-EBV-Systems in der adoptiven Immuntherapie ist daher eine attraktive Option fur die

Zukunft.
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Abku}zungen

6 Abku.r.'zungen

amp
APC
BATDA
bp

ca.
cam
CD...
CMV
CTL
DC
DMSO
DNA
E.coli
EBNA
EBV
ELISA
ER
FACS
FCS
FITC

HHV
HLA
IE
IFN
IL
LB
LCL
LMP
MHC
min

Mio

Ampicillin

Antigen-prasentierende Zelle (antigen presenting cell)

Bis (actoxymethyl) 2,2°:6°2’-terpyridin-6,6’’-dicarboxylat
Basenpaare

zirka

Chloramphenicol

cluster of differentiation (Oberflachenmarker)
Cytomegalovirus

zytotoxische T-Zelle (cytotoxic T-lymphocyte)

Dentritische Zelle (dendritic cell)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Escherichia coli

Epstein-Barr nuclear antigen

Epstein-Barr-Virus

enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (enzyme-linked immunosorbent assay)
endoplasmatisches Retikulum

Fluoreszenzaktivierter Zellsortierer (fluorescence-acitvated cell sorter)
fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Fluorescein-Isothiocyanat

Stunde

humanes Herpesvirus

humanes Leukozyten-Antigen (human leukocyte antigen)
immediate early

Interferon

Interleukin

Luria-Bertani-Bakterienmedium

lymphoblastoide Zelllinie (lymphoblastoid cell line)
latentes Membranprotein
Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex)
Minute

Millionen
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Abku}zungen

NK naturliche Killerzelle

PBMC periphere mononukleare Zellen (peripheral blood mononuclear cells)
PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlc;sung (phosphate-buffered saline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

pp65 Phosphoprotein 65

RNA Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

RT reverse Transkription

S Sekunde

TCR T-Zell-Rezeptor (T cell receptor)

tet Tetracyclin

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TR terminal repeats
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