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1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Das Immunsystem stellt ein auRerordentlich komplexes Netzwerk aus Molekulen und
Zellen dar, mit der Fahigkeit, zwischen ,selbst® und ,fremd“ zu unterscheiden. Seine
Aufgabe ist einerseits der Schutz des Organismus vor Mikroorganismen wie Viren,
Bakterien, Pilzen und Parasiten, andererseits soll das Immunsystem maligne
korpereigene Zellen bekampfen, die aufgrund von genetischen Veranderungen ihre
ursprunglichen Eigenschaften verloren haben und somit als ,fremd“ erkannt werden.
Die Vvielfaltigen Schutzmechanismen des Immunsystems lassen sich der
angeborenen oder der adaptiven Immunantwort zuordnen.

Zur angeborenen Immunantwort gehoren physiologische Barrieren (z.B. die Haut),
das Komplementsystem, Phagozyten, Naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen) und
|6sliche Mediatoren. Diese Mechanismen sind seit der Geburt vorhanden und
zeichnen sich durch das Fehlen von Gedachtnis und geringe Spezifitat aus.

Die adaptive Immunantwort hingegen wird durch Lymphozyten vermittelt, die zum
einen die angeborene Immunantwort verstarken und fokussieren. Zum anderen sind
sie dafur verantwortlich, dass eine wiederholte Infektion eine beschleunigte und
verstarkte Immunantwort auslost, was als immunologisches Gedachtnis bezeichnet
wird. Die adaptive Immunantwort lasst sich weiter unterteilen in eine humorale und
eine zellulare Komponente.

Das humorale Immunsystem ist gegen membranstandige Antigene gerichtet und wird
durch |8sliche Antikérpermolekile vermittelt, die von B-Lymphozyten produziert und
sezerniert werden. Das Komplementsystem kann hierbei als Verstarker dienen,
indem es die Schwelle fur die Aktivierung der B-Zellen erniedrigt.

Zu den wichtigsten Effektorzellen des zellularen Immunsystems gehoren die
zytotoxischen T-Lymphozyten (cytotoxic T lymphocytes, CTLs), die in der Lage sind,
virusinfizierte Zellen sowie Tumorzellen zu erkennen und zu bekampfen. Die
Erkennung dieser Zellen erfolgt durch deren veranderte Proteinausstattung im
Vergleich zu normalen Zellen desselben Gewebes, die Lysierung der Zellen erfolgt
durch Auschuttung von Perforin und Granzymen, sowie durch Expression des Fas-
Liganden (CD95L). Unterstitzt werden die CTLs von T-Helferzellen, die in aktivierter
Form den CDA40-Liganden exprimieren, der durch Bindung an CD40 die
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antigenprasentierenden Eigenschaften von dendritischen Zellen verstarkt. Aul3erdem
sezernieren die T-Helferzellen Interleukin 2, das die CTLs zu starker Proliferation

anregt.

1.2. Professionelle Antigenprasentierende Zellen

Antigenprasentierende Zellen (antigen presenting cells, APCs) spielen eine
entscheidende Rolle bei der Vermittlung von Immunitat zwischen Antigen und
Effektorzellen. Makrophagen und B-Lymphozyten konnen als APCs dienen, die
potentesten APCs stellen aber die dendritischen Zellen (dendritic cells, DCs) dar
(Reid et al., 2000), die in den 80er Jahren von Ralph Steinman entdeckt wurden. Sie
prasentieren naiven T-Zellen Antigen und sind in der Lage, zytotoxische Zellen nach
einem vorhergehenden Kontakt mit T-Helferzellen (Ridge et al., 1998) oder auch
unmittelbar (Inaba et al., 1997) zu stimulieren. Dendritische Zellen sind eine sehr
heterogene Zellpopulation und werden laufend von Knochenmarkstammzellen
gebildet. Es wurden zwei humane DC-Linien beschrieben (Liu et al., 2001): myeloide
Monozyten (Pre-DC1) werden zu myeloiden DCs, die IL-12 produzieren und so eine
Th1-Antwort induzieren, plasmacytoide DCs (Pre-DC2) werden zu lymphoiden DCs
und induzieren eine Th2-Antwort. Nach Antigenkontakt oder Stimulation der unreifen
DCs durch inflammatorische Mediatoren (z.B. Uber Toll-like-Rezeptoren) migrieren
sie aus den Geweben in die afferente Lymphe (das sogenannte homing) und treten
in den T-Zellbereichen der Lymphknoten als interdigiterende retikulare Zellen in
Erscheinung (Steinman, 1991; Cella et al., 1997). Zu diesem Zeitpunkt hat sich das
Erscheinungsbild entscheidend geandert, die reifen DCs sind jetzt nicht mehr in der
Lage, Antigen aufzunehmen und zu prozessieren und verfugen nun Uber die
ausgepragte Fahigkeit, T-Zellen zu stimulieren. Dabei werden charakeristische
Marker exprimiert, die als Costimulatoren dienen kénnen (z.B. CD80, CD86, CD83).
Eine reife dendritische Zelle ist in der Lage, mehrere tausend T-Zellen zu stimulieren,
wobei sich stabile Cluster zwischen DCs und T-Zellen ausbilden (Banchereau and
Steinman, 1998). Eine weitere wichtige Aufgabe unreifer DCs (einschlief3lich
epidermaler Langerhans-Zellen und interstitieller DCs aus nicht-lymphoiden
Geweben) ist es, durch standige Prasentation von Selbst-Antigenen die T-Zell

Selbsttoleranz aufrecht zu erhalten (Banchereau and Steinman, 1998).
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Abb. 1.1. Reife Dendritische Zelle und ihre Eigenschaften [Reprinted by permission from Nature
(Banchereau and Steinman, 1998) copyright (1998) Macmillan Publishers Ltd]

1.3. MHC-Molekule

In ihrer Funktion sind sowohl die humorale als auch die zellulare Immunantwort von
membranstandigen Glykoproteinen abhangig, die Peptide aus extrazellularen bzw.
zytosolischen Proteinen binden und fur die Erkennung durch T-Lymphozyten
prasentieren. Diese Glykoproteine werden beim Menschen als Human Leucocyte
Antigens (HLA) bezeichnet. Sie werden von den Genen des Major Histocompatibility
Complex (MHC) kodiert, der auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 lokalisiert ist
und mit aber 3500 kb ca. 0,1% des menschlichen Genoms umfasst.

Klassische MHC-Moleklle lassen sich nach Struktur und Funktion in zwei Klassen
einteilen:

Wahrend MHC Klasse I-Molekule auf nahezu allen zellkernhaltigen Vertebratenzellen
zu finden sind, werden MHC Klasse Il-Molekule in der Regel nur von spezialisierten
APCs, wie z.B. von B-Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen,

exprimiert.
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MHC Klasse [-Molekule (Abb. 1.2, Saper et al., 1991) bestehen aus einer 45-kD-a-
Kette, auch schwere Kette genannt, die nichtkovalent mit einem extrazellularen 12-

kD-Polypeptid, dem p2-Mikroglobulin, assoziiert ist.

Abb. 1.2. Kristallstruktur des HLA-A2-
Moleklils im Komplex mit einem

Peptidliganden. Darstellung als
Ribbon-Diagramm. Das gebundene
Peptid ist zur besseren

Unterscheidung in der Backbone-
Darstellung abgebildet [nach Saper et
al., 1991]

Die a-Kette besitzt drei extrazellulare Immunglobulindomanen (a4.3), eine

Transmembranregion und eine kurze zytosolische Domane.

MHC Klasse II-Molekule (Abb. 1.3, Stern et al., 1994) hingegen bestehen aus zwei
nichtkovalent assoziierten schweren Ketten, o (34 kD) und B (29 kD), die jeweils zwei
extrazelluldre Immunglobulindomanen (aq und o2 bzw. B4 und B2), eine

Transmembranregion und eine kurze zytosolische Domane besitzen.

Fir die schweren Ketten von MHC Klasse |-Molekulen sowie fur die a- und B-Ketten
der MHC Klasse [I-Molekile befinden sich beim Menschen auf Chromosom 6 je drei
Loci: HLA-A, -B und -C fur die Klasse |, HLA-DP, -DQ und -DR fur die Klasse II.
Diese Gene zeichnen sich durch einen aulRergewohnlich starken Polymorphismus
aus, wogegen das auf Chromosom 15 liegende Gen flr p,-Mikroglobulin nicht

polymorph ist.
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Peptad Abb. 1.3. Kristallstruktur des HLA-DR1-
Molekils im  Komplex mit dem
Peptidliganden PKYVKQNTLKLAT aus
dem Influenza A Virus Hamaglutinin
(306-313) [nach Stern et al.,, 1994],
Darstellung wie in Abb.1.2

Die Bindung eines Peptids durch ein MHC-Molekul erfolgt Uber die zwei N-terminalen
Domanen der schweren Ketten. Im Falle des MHC Klasse |-Molekduls sind dies die
o4- und die az-Domane, im Falle des MHC Klasse II-Molekules die a4- und die p1-
Domane. Diese bilden eine langliche Peptidbindungsgrube, wobei der Boden von
einer B-Faltblattstruktur gebildet wird, die seitlich von zwei a-helikalen Bereichen
begrenzt ist (Abb. 1.4, Stern et al., 1994). Die Peptidbindungsgrube erlaubt die
Bindung von Peptiden Uber nichtkovalente Wechselwirkungen und ist der Bereich, in
dem sich die verschiedenen Allelprodukte am starksten unterscheiden. Den groften
Anteil an der Bindung haben bei MHC Klasse I-Molekulen Bereiche der o4-Helix, bei
MHC-Klasse [I-Molekulen unter anderem Bereiche der B4-Helix. Diese treten in
Wechselwirkung mit den sogenannten ,Ankeraminosauren® des gebundenen
Peptids, die nach allen Kristallstrukturen von der MHC-Molekuloberflache weg zur -
Faltblattstruktur der Bindungsgrube hin orientiert sind.

Im Falle der MHC Klasse I-Molekile sind auflerdem die C- und N- Termini des
Liganden an den geschlossenen Grubenenden fixiert. Daher ergibt sich fur MHC
Klasse I-Liganden eine charakteristische Lange von meist 9 Aminosauren. Die
Peptidbindungsgruben der MHC Klasse I|I-Molekile sind dagegen an den Enden

offen, weshalb die Liganden eine variable Lange von 9-25 Aminosauren aufweisen.
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a) b)

ot SR

Abb. 1.4. Peptidbindungsgruben von MHC-Molekulen aus der Sicht eines T-Zellrezeptors

a) Peptidbindungsgrube eines H2-K°-Molekiils mit gebundenem viralem Nonapeptid;

b) Peptidbindungsgrube eines HLA-DR1 Molekiles mit einem Influenza-Tridecapeptid
[nach Stern et al., 1994]

Die Tatsache, dass die Peptidbindungsgruben der einzelnen HLA-Allelprodukte
jeweils charakteristische chemische Verhaltnisse aufweisen, fuhrt dazu, dass
Peptide, die an ein bestimmtes Allelprodukt binden, strukturelle Gemeinsamkeiten
besitzen. Es ergibt sich fur jedes Allel ein ,Peptidmotiv® (Falk et al., 1991), das Lange
und Besetzung der fur die Bindung entscheidenden Positionen eines idealen
Liganden beschreibt. Die Identifizierung von Peptidmotiven wurde durch die
Entwicklung eines Elutionsverfahrens fur MHC-gebundene Peptide und der Pool-
Sequenzierung des erhaltenen Gemisches mdglich (Falk et al., 1991; Stevanovic et
al., 1993). Inzwischen konnte fir viele MHC-Allele das entsprechende Peptidmotiv
identifiziert werden.

Der starke Polymorphismus der MHC-Molekule fuhrt dazu, dass die meisten
Individuen heterozygot sind und wegen der kodominanten Expression der Gene der
schweren Ketten bis zu sechs verschiedene MHC |-Molekule besitzen. Auf
Populationsebene betrachtet erhoht sich dadurch die Wahrscheinlichkeit, dass
Peptide aus einem beliebigen Pathogen von einem ausreichend grof3en Teil der
Bevolkerung durch MHC-Molekille prasentiert werden kénnen und damit eine

uberlebenssichernde Immunantwort auslosen.
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1.4. Antigenprozessierung

Die Beladung der MHC-Molekile mit Peptiden erfolgt fur Klasse | und Il auf
unterschiedlichen Wegen, die sich aus der unterschiedlichen Herkunft der Peptide
ergeben. Peptide, die mittels MHC-I prasentiert werden, sind vor allem zytosolischen
Ursprungs und entstehen durch intrazellulare Proteolyse von Proteinen. Auf
gesunden Zellen sind dies demnach Selbstpeptide, die den regularen zytosolischen
Zellbestand wiederspiegeln. Im Falle von virusinfizierten Zellen oder von Tumorzellen
werden dagegen auch Peptide aus virus- bzw. tumorspezifischen Proteinen
prasentiert.

Die wichtigste Rolle beim intrazellularen Proteinabbau kommt dem Proteasom zu,
einem Multienzymkomplex, der im Zytosol und in der Kernmatrix lokalisiert ist. Die
Entdeckung der durch das Zytokin Interferon-y (IFN-y) induzierbaren proteasomalen
Untereinheiten LMP2 und LMP7 stellte einen ersten konkreten Hinweis auf eine
Beteiligung des Proteasoms an der Klasse-I-Antigenprozessierung dar. Inzwischen
konnte nachgewiesen werden, dass eine Inhibition des Proteasoms durch den
spezifischen Inhibitor Lactacystin die MHC Klasse I-vermittelte Antigenprasentation
blockiert (Cerundolo et al., 1997). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das
Proteasom tatsachlich fur die Generierung der C-Termini von MHC Klasse I-
Liganden verantwortlich ist (Stoltze et al., 1998).

Das humane Proteasom besteht aus einer katalytisch aktiven Komponente, dem
20S-Proteasom, das in vivo zumindest teilweise in Komplex mit dem 19S-Aktivator
als sogenanntes 16S-Proteasom vorliegt. Das 20S-Proteasom ist ein fassartiger
Komplex aus vier Ubereinanderliegenden Ringen mit je sieben a-Untereinheiten
(@uRere Ringe) und sieben pB-Untereinheiten (innere Ringe), wobei je drei f-
Untereinheiten enzymatisch aktive Zentren mit unterschiedlichen Schnittspezifitaten
darstellen. Unter dem EinfluR von IFN-y, z.B. im Zusammenhang mit einer viralen
Infektion, kommt es zu einem Austausch der konstitutiven aktiven pB-Untereinheiten
durch die schon erwahnten MHC-codierten Untereinheiten LMP2 und LMP7 (Belich
et al., 1994) sowie die MECL1-Untereinheit (Groettrup et al., 1996; Hisamatsu et al.,
1996). Vergleicht man die Schnittmuster des humanen konstitutiven Proteasoms und
dieses sogenannten Immunoproteasoms, so ergeben sich vermehrt Schnitte nach

hydrophoben Aminosauren, jedoch weniger Schnitte nach sauren Aminosauren
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(Toes et al., 2001). Damit entstehen vermehrt potentielle MHC Klasse I-Liganden, da
alle bekannten Peptidmotive fur humane MHC Klasse [-Molekule C-terminal

entweder hydrophobe oder basische Aminosauren fordern.

Die durch das Proteasom gebildeten Peptide gelangen Uber das heterodimere
Transportprotein TAP (Transporter associated with Antigen Processing) ATP-
abhangig in das endoplasmatische Retikulum (ER). Dort bindet das Peptid an ein
geeignetes leeres MHC Klasse |-Molekul. Aus dem ER gelangt der trimere Komplex
aus Peptid, schwerer Kette und B2-Mikroglobulin auf dem regularen Exozytoseweg
fur Membranproteine Uber den Golgi-Komplex und exozytotische Vesikel an die
Zelloberflache, wo er CD8+ T-Zellen prasentiert wird (Abb.1.5).
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Peptide, die auf MHC Klasse II-Molekilen prasentiert werden, stammen dagegen
aus Proteinen, die in das endosomale/lysosomale Kompartiment gelangen. Dies
konnen zytosolische, extrazellulare Proteine oder Membranproteine sein. Die
Aufnahme eines exogenen Proteins kann entweder unspezifisch durch Pinozytose
und Phagozytose oder spezifisch durch rezeptorvermittelte Endozytose geschehen

(Watts, 1997). Anschlie3end erfolgt in den angesauertern Vesikeln die Spaltung des
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Proteins in Peptide durch eine Reihe lysosomaler Proteasen, wie z.B. Cathepsin S
und B. Leere MHC Klasse I|I-Molekule werden nach ihrer Synthese im ER nach
Komplexbildung mit der ,Invariant Chain“® (IC) ebenfalls in das spate
endosomale/lysosomale Kompartiment beférdert. Dabei bindet ein Teil von IC in der
Peptidbindungsgrube. Im lysosomalen Kompartiment kommt es zum Abbau von IC
bis auf das in der Bindungsgrube lokalisierte und damit geschutzte Peptid (class II-
associated invariant chain peptide, CLIP). Ein weiteres Molekul, HLA-DM, katalysiert
im Fall von HLA-DR den Austausch von CLIP gegen hochaffine Peptide exogenen
Ursprungs (Kropshofer et al., 1997). SchlieBlich wird analog zur Klasse I-
Antigenprozessierung der trimere Komplex aus den schweren Ketten und Peptid in
Vesikeln zur Zelloberflache transportiert (Abb.1.6).
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Fir die Stabilitat von MHC-Molekllen an der Zelloberflache ist das gebundene
Peptid von entscheidender Bedeutung. Gelangt im MHC Klasse [|-Weg der
unbeladene dimere Komplex aus schwerer Kette und p,-Mikroglobulin im Zuge des
konstitutiven Exozytoseweges an die Oberflache, so erfolgt rasche Abdissoziation
des B,-Mikroglobulin und schlief3lich Reinternalisierung der schweren Kette (Rock et
al., 1991).
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1.5. MHC-Molekiile und T-Zellantwort

Die unterschiedliche Herkunft der MHC Klasse |- und ll-prasentierten Peptide
spiegelt sich in der Erkennung durch unterschiedliche Effektorzellen wieder.

Im MHC Klasse I-System sind dies CD8+ CTLs. Geprimte CTLs zirkulieren bis zur
Erkennung eines Peptid-MHC-Komplexes standig im Korper und passieren dabei die
lymphatischen Gewebe wie z.B. die Lymphknoten, in denen eine hohe Dichte an
APCs herrscht. Der Erkennungsprozess im Zusammenhang mit einem
kostimulierenden Signal, das von den APCs ausgesendet wird, fuhrt zur Aktivierung
der CTLs wund ihrer sekretorischen und rezeptorvermittelten zytotoxischen
Mechanismen gegen krankhaft veranderte Zielzellen in der Peripherie (Berke, 1994).
Daneben produzieren CTLs Zytokine wie z.B. IFN-y, die u.a. Entzindungsreaktionen
induzieren, das Immunproteasom aktivieren, die antigenprasentierenden
Eigenschaften von APCs verbessern und virale Replikationsvorgange inhibieren.

Die Erkennung MHC Klasse lI-prasentierter Peptide auf APCs erfolgt durch CD4+ T-
Zellen. Der Erkennungsprozess fuhrt zur Ausschattung von Zytokinen, wobei sich
nach Funktion und Zytokinmuster zwei Untergruppen unterscheiden lassen: Th1-
oder inflammatorische T-Zellen, deren Leitzytokin IFN-y ist, aktivieren Makrophagen,
um intravesikulare Bakterien abzutoten. Th2- oder T-Helferzellen, deren Leitzytokin
Interleukin 4 ist, aktivieren dagegen die Antikdrperproduktion durch B-Lymphozyten
und sind damit fur die humorale Immunantwort von entscheidender Bedeutung.

Alle T-Zellen durchlaufen wahrend ihrer Reifungsphase im Thymus Selektions-
prozesse, die fur die Funktionalitat der spezifischen Immunantwort eines Individuums
von entscheidender Bedeutung sind. Positive Selektion bedeutet Selektion von nur
solchen T-Zellen, die Peptide im Kontext der selbst-MHC-Molekule erkennen. Die
negative Selektion dagegen fuhrt zur Apoptose solcher T-Zellen, die Peptide
erkennen, welche auch auf gesunden Korperzellen prasentiert werden. Erganzend
kann es in der Peripherie zu einer Inaktivierung selbstreaktiver T-Zellen durch
Anergie kommen. Letzteres stellt sicher, dass auch solche T-Zellen inaktiviert
werden, die ein lokal gewebsspezifisches Antigen erkennen. Die Bedeutung der
Mechanismen der negativen Selektion wird an Autoimmunkrankheiten deutlich, wo

es zu einer Immunreaktion gegen korpereigene Antigene kommt.
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1.6. Das humane Cytomegalievirus (HCMV)

HCMV gehort zu den B-Herpesviren, die sich durch ein enges Wirtsspektrum,
langsame Replikation und meist eine VergroRerung (Zytomegalie) der infizierten
Wirtszellen auszeichnen. Die offizielle Nomenklatur bezeichnet das Virus als
Humanes Herpesvirus 5 (HHV-5). HCMV wurde erstmals 1956 von Smith aus der
Speicheldrise und den Nieren eines Kindes isoliert, welches an der
,Einschlusskorperchen-Krankheit” verstarb (Smith, 1956).

1.6.1. Virale Struktur des HCMV

Die humanen Herpesviren sind charakterisiert durch eine doppelstrangige DNA und
ein von einer Virushille umgebenes Nukleokapsid aus 162 Kapsomeren (Apperley
and Goldman 1998). Das HCMV-Genom besteht aus mehr als 200 bekannten Genen
und codiert Uber 250 strukturelle und nicht strukturelle Proteine (Chee et al., 1990).
Die DNA des HCMV besteht aus ca. 240 000 Basenpaaren mit einem relativen
Molekulargewicht von 150 000 kD (Geleen et al., 1978). Die Herpesviren kdnnen alle
nach abgelaufener Primarinfektion im Organismus persistieren, wobei als Ort dieser
Persistenz vor allem Monozyten und Endothelzellen betroffen sind. Die
persistierenden Viren kdnnen unter bestimmten Umstanden reaktiviert werden, so
zum Beispiel bei Tumorerkrankungen, in der Schwangerschaft, bei bestimmten
Anamien, sowie bei Suppression des Immunsystems durch HIV oder durch

zytostatische und immunsuppressive Therapie.

1.6.2. Virusvermehrung in der Wirtszelle

Die Replikation des HCMV geht im Vergleich zu anderen Herpesviren sehr langsam
vonstatten. Es vergehen zwei bis drei Tage, bis das Virus nachgewiesen werden
kann (Walthen and Stinski, 1982). Glykoproteine in der Virushulle vermitteln die
Adsorption des Virus an die Oberlache der Wirtszelle, worauf die Virushulle tUber die
Glykoproteine gB, gH (Keay et al., 1988; Rasmussen et al., 1991) und UL18, einem
Homolog zum p.-Mikroglobulin des MHC (Farell et al.,, 1997), mit der Zielzelle
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fusioniert. Die Freisetzung der Virus-DNA, das sogenannte uncoating, geschieht an
den Kernporen, wobei die DNA in den Zellkern gelangt und eine zirkulare Struktur
annimmt. Dort werden weit mehr als 30 Strukturproteine sowie eine noch unbekannte
Anzahl an Nicht-Strukturproteinen, die fir den Virusstoffwechsel wichtig sind,
kaskadenartig gebildet (Mocarski, 1993). Der sogenannte major IE locus (IE1 und
IE2), der zwischen 169 kbp und 175 kbp liegt, bewirkt die Synthese der a-Proteine,
den immediate early antigens (Chee et al., 1990). Dies sind Regulatorproteine, die
die Synthese der B-Proteine B1 und B2 (early antigens) aktivieren und es sind die
ersten viralen Gene, die nach der Infektion der Wirtszelle transkribiert werden. Auch
die p-Proteine sind Regulatorproteine oder Enzyme (z.B. DNA-Polymerase), erst die
y-Proteine oder auch late antigens y1 und y2 bilden als Strukturproteine mit der neu
synthetisierten DNA den Viruspartikel. Das Nukloekapsid wird im Zellkern gebildet
und gelangt durch die Zellmembran an die Zelloberflache, wo das reife infektidse
Virus entsteht (Eggers et al., 1992).

1.6.3. Infektion mit HCMV

Bei einer HCMV-Primarinfektion beim Immunkompetenten kommt es nach einer
Inkubationszeit von 4-8 Wochen zu einer weitestgehend zellgebundenen Viramie der
Monozyten und Granulozyten (Saltzmann et al., 1988). Die Primarinfektion verlauft
meist inapparent, es kann jedoch zur subklinischen Hepatitis, zu einer
unspezifischen  Fieberreaktion oder zu einem  Mononukleose-ahnlichen
Krankheitsbild kommen. Das Virus bzw. dessen Genom persistiert nun meist
lebenslang in latent infizierten Zellen, ohne sich zu replizieren (Bein et al., 1993).
Hierbei unterlauft das Virus die Immunabwehr des Menschen und entzieht sich damit

einer wirksamen Bekampfung (Bailey et al., 1995).
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1.6.4. CMV-Erkrankung bei Patienten nach allogener Stammzelltransplantation

Trotz neuer Diagnose- und Therapieverfahren stellt die CMV-Reaktivierung bzw. -
Neuinfektion bei Stammzell-Transplantierten immer noch ein grofdes Problem dar.
40-70% der seropositiven Stammzell-Transplantierten erkranken im Anschluss an
eine Stammzelltransplantation (SCT) an CMV (Meyers et al., 1986; Trenschel et al.,
2000), die HCMV-Infektion stellt mit die haufigste Todesursache bei Patienten nach
allogener Stammzelltransplantation dar (Ho, 1994). Neben Infektionen des GI-
Traktes, der Leber (Reed et al., 1990; Bombi et al., 1987) und des hamatopoetischen
Systems weist vor allem die interstitielle Pneumonie (IP) eine sehr hohe Letalitat auf
(Emanuel et al., 1988; Reed et al., 1988; Winston et al., 1990) und ist somit
entscheidend fir die weitere Prognose. Ohne Therapie tritt bei 49-56% der
Hochrisikopatienten nach SCT eine IP auf, deren Letalitat ohne Therapie bei etwa
65% liegt (Schmidt et al., 1993). Gefahrdet sind vor allem Patienten, die CMV-
seropositiv sind und/oder einen CMV-seropositiven Spender hatten (Meyers et al.,
1986; Winston et al., 1990; Bilgrami et al., 1999).

Weitere Risikofaktoren stellen granulozytenhaltige Transfusionen von CMV-
seropositiven Spendern (Meyers et al., 1986) sowie schlechter korperlicher Zustand
und hoheres Alter des Patienten dar. Das Risiko einer CMV-Infektion ist in den
ersten 4 Monaten (besonders zwischen Tag 50-60) nach SCT am groften (Wingard
et al., 1990), jedoch bereits ab Tag 30 nach SCT nachzuweisen (Bilgrami et al.,
1999).

1.6.5 HCMV-Diagnostik

Eine HCMV-Infektion bzw. eine HCMV-assoziierte Erkrankung lasst sich nach
Isolierung des Virus aus der Kultur mit Hilfe serologischer und molekularbiologischer
Methoden nachweisen. Der Kulturnachweis des Virus erfolgt mittels monoklonaler
Antikorper (Gleaves at al., 1985), das serologische Verfahren, eine HCMV-Infektion
nachzuweisen, verwendet den sogenannten enzyme-linked-immunosorbent-assay
(ELISA), bei dem IgM (akute Infektion) und IgG (nach Infektion zeitlebens
nachweisbar) bestimmt wird. Die HCMV-Viramie ist ein unglnstiger prognostischer

Marker fur das Auftreten einer Erkrankung (Schmidt et al., 1991). Langzeitstudien bei
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Transplantatempfangern und HIV-infizierten Personen haben gezeigt, dass der
Nachweis der Antigenamie durch das virale Tegumentprotein pp65 in Blutleukozyten
mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern (Boeckh et al., 1992) Aufschluss Uber den
Krankheitsverlauf und die Symptome der Krankheit gibt. Dies gilt auch fur den
HCMV-DNA-Nachweis mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im Blut und zu
spateren Zeitpunkten im Urin (Rasmussen et al., 1997; Spector et al., 1998). Zudem
ist es mdglich, mit quantitativen Methoden (quantitative PCR) die Wirksamkeit der
Behandlung zu Uberwachen und nétigenfalls die Therapie-modalitdten anzupassen
(Einsele et al., 1991; Einsele et al., 1995; Spector et al., 1998).

1.6.6. Therapie der HCMV-Infektion

Immunglobuline mit HCMV-spezifischen Antikorpern stehen fur die passive
Immunprophylaxe zur Verfigung. Bei der Organtransplantation konnte dadurch die
Schwere der Krankheit zwar reduziert, die Erkrankung selbst aber nicht verhindert
werden. Ausschlaggebend fur die antivirale Wirkung ist ein ausreichend hoher Titer,
der oftmals nicht erreicht wird (Bachmann et al., 1997). Die kombinierte Gabe von
Hyperimmunglobulinen und Ganciclovir fuhrt zwar zu einer Verminderung der
Sterblichkeit bei der interstitiellen Pneumonie zum frihen Zeitpunkt, doch auf lange
Sicht ist die Uberlebensrate gering (Emanuel et al., 1988; Reed et al., 1988;
Ljungman et al., 1992).

Die antivirale Theapie bei dokumentiertem CMV-Nachweis bei Patienten nach
allogener Stammzelltransplantation erfolgt routinemaRig mit Ganciclovir und
Foscarnet. Ganciclovir ist ein CMV- bzw. Herpesvirusspezifischer Guanosin-
Antimetabolit (Tyms et al., 1984), der nach Phosphorylierung durch virale Kinasen
als Ganciclovir-Triphosphat in die virale DNA eingebaut wird und zum Abbruch oder
einer deutlichen Beschrankung der viralen DNA-Elongation flhrt. Ganciclovir hat
erhebliche Nebenwirkungen, wovon vor allem die Myelosuppression (Bowden et al.,
1987) fur Patienten nach Stammzelltransplantation von groRer Bedeutung ist.

Nach erfolgloser Behandlung mit Ganciclovir (wegen einer mdglichen Unwirksamkeit
oder Resistenz) und bei Patienten mit bereits eingeschrankter Knochenmarks-

funktion kommt Foscarnet zum Einsatz. Dessen virustatische Wirkung beruht auf
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einer direkten allosterischen Hemmung viraler Enzyme wie der DNA-Polymerase und
der Reversen Transkriptase. Foscarnet hat ein anderes Nebenwirkungsspektrum als
Ganciclovir, hier wird der Einsatz vor allem durch die Nephrotoxizitat limitiert (Aschan
et al., 1992; Bowden et al., 1991).

Die antiviralen Therapeutika fuhren nicht immer zu einer vollstandigen
Unterdruckung des Virus, so dass zunehmend Resistenzen gegen diese Virustatika
auftreten (Erice et al., 1997; Alain et al., 1997; Bowen et al., 1998).
Molekularbiologische Untersuchungen Ganciclovir-resistenter HCMV-Isolate zeigten
eine Mutation im Gen von UL97, das die virale Phophotransferase kodiert und fur die
Phosphorylierung und somit Aktivierung des Prodrugs Ganciclovir verantwortlich ist..
Diese Mutation im Gen UL54 induziert nicht nur eine Resistenz gegenlber
Ganciclovir, sondern zeigt auch eine Kreuzresistenz gegentber Cidofovir (Chou et
al., 1997; Erice et al., 1997; Smith et al., 1997). Mittlerweile stehen Methoden zur
Detektion dieser resistenten Virusstamme zur Verfugung (Erice A, 1999).

Die Resistenzentwicklung gegen Ganciclovir bei Stammzelltransplantierten hangt
auRerdem in hohem Male von der Art der Transplantation ab. So war eine 14-tagige
Ganciclovir-Bahandlung bei bis zu 26% der Patienten nach Knochenmark-
transplantation unwirksam, wahrend diese Rate nach Transplantation mit peripher
gewonnenen Stammzellen lediglich bei 7% lag. (Trenschel et al., 2000).

Nach erfolgloser Therapie mit Ganciclovir oder Foscarnet kann als Second-line-
Therapeutikum Cidofovir eingesetzt werden. 66% der in einer Studie untersuchten
Patienten, die zuvor erfolglos mit herkdmmlichen Virustatika behandelt wurden,
sprachen auf eine Therapie mit Cidofovir an (Ljungman et al., 2001). Trotz der
Prophylaxe mit Probenecid und Bewasserung hatten allerdings 39% der Patienten
erhebliche Nebenwirkungen (26% renale Schaden, die auch nach Therapieende

bestehen blieben).

Ein Problem bei der bis jetzt routinemaRig durchgefihrten praemptiven Behandlung
mit Ganciclovir ist das vermehrte Auftreten von spaten CMV-Erkrankungen (>Tag
100 nach Transplantation). Es zeigte sich, dass dabei 10% der Patienten eine CMV-
Infektion nach Tag 100 entwickeln (Einsele et al., 2000). Ein wesentlicher
Risikofaktor fur das Auftreten einer spaten (late-onset) CMV-Infektion war die langere

Behandlung (Uber 4 Wochen) mit Ganciclovir.
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1.7. Immunantwort gegen HCMV

Eine HCMV-Infektion ruft sowohl eine humorale als auch eine zellulare
Immunantwort hervor. Die Interaktion von HCMV mit dem Immunsystem ist Uberaus
komplex, da HCMV selbst immunsuppressiv wirkt und Uber verschiedene
Mechanismen versucht, dem Immunsystem zu entkommen (Mocarski, 1996). So
konnte gezeigt werden, dass HCMV-infzierte DCs die Expression des MHC I-
Komplexes, sowie der CD40 und CD80 Molekule herunterregulieren (Grigoleit et al.,
2002), in geringerem Male auch die Expression des MHC IlI-Komplexes und von
CD86 (Moutsaftsi et al., 2002). Verstarkt exprimiert werden dagegen der Apoptose-
induzierende Ligand CD95L (FasL) und der tumor necrosis factor (TNF)-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (Raftery et al., 2001).

Die wichtigste Komponente der Immunantwort stellen die zytotoxischen T-
Lymphozyten (CTLs) dar. lhr Vorkommen korreliert bei Transplantationspatienten
direkt mit einem positiven klinischen Verlauf (Ljungman et al., 1985; Reusser et al.
1991), und ein adoptiver Immuntransfer nach Transplantation mit HCMV-
spezifischen CTLs reduzierte signifikant die Inzidenz schwerer HCMV-Infektionen
(Riddell et al. 1992; Walter et al., 1995). Das Phosphoprotein pp65 wurde als
Hauptziel der HCMV-spezifischen CTL-Antwort identifiziert (Wills et al.,1996;
Longmate et al.,, 2001; Mc Laughlin-Taylor et al., 1994), und die meisten HCMV
Peptid-Epitope, die mittels Klonierungs-Technik (Wills et al.,1996; Longmate et al.,
2001; Diamond et al., 1997) oder mittels MHC Klasse-| Epitop-Vorhersage (Solache
et al., 1999) definiert wurden, stammen aus pp65. Weitere Induktoren einer HCMV
CTL-Antwort sind die Proteine IE1, pp150, gB und gH (Gyulai et al., 2000; Kern et
al., 1999; Tabi et al., 2001; Retiere et al., 2000).

Zum zellularen Teil der HCMV-Immunantwort gehdren desweiteren die NK-Zellen,
die den ersten Schutz bei der Virusinfektion bieten, indem sie infizierte Zellen
lysieren und das antivirale Zytokin IFN-y sezernieren (Kos and Englemann, 1996).
HCMV st in der Lage, die Expression der MHC Klasse-I Molekile der infizierten
Zellen zu vermindern. Dies erkennen die NK-Zellen und zerstéren diese Zelle
daraufhin.

Trotz extensiver Studien ist die genaue Bedeutung der Antikorper in der HCMV-
Immunantwort noch unklar. Sie scheinen allein die Reaktivierung von latentem Virus

zu hemmen, wahrend eine Primarinfektion weitgehend unbeeinflusst bleibt (Jonjic et
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al., 1994). Als Induktoren einer Antikdrper-Antwort sind bislang erst die drei
Gykoproteine pp65, gH und gB bekannt, wobei die Mehrheit der neutralisierenden
Antikdrper gegen das Glykoprotein B gerichtet ist (Rasmussen et al., 1991; Meyer et
al., 1992; Weber et al., 1993; Liu et al., 1991).

1.8. Adoptive Immuntherapie der HCMV-Infektion

Die HCMV-Infektion bzw. -Erkrankung stellt trotz EinfUhrung neuer antiviraler
Therapiestrategien noch immer eine der Haupttodesursachen fir Patienten nach
allogener SCT dar (Boeckh et al., 1999; Einsele et al., 1995; Ljungman et al., 1992;
Einsele et al., 2000). Da immer haufiger von Virustatika-resistenten HCMV-Isolaten
nach SCT berichtet wird und die Virustatika-Therapie zudem mit erheblichen
Nebenwirkungen verbunden ist, wird intensiv nach Alternativen zur Behandlung und
Pravention der HCMV-Erkrankung gesucht. Eine solche Alternative stellt die adoptive
Immuntherapie dar, bei der HCMV-spezifische Zellen des Spenders auf den
Empfanger Ubertragen werden. Es zeigte sich, dass eine fehlende Rekonstitution der
HCMV-spezifischen Immunantwort nach allogener SCT entscheidend fur die
Entwicklung einer HCMV-Erkrankung ist (Krause et al., 1997; Ljungman et al., 1985;
Reusser et al., 1991; Walter et al.,, 1995) und Transplantatempfangern eine
schitzende HCMV-spezifische T-Zell Immunitat Gbertragen werden konnte, indem
den Patienten ex vivo generierte, HCMV-spezifische T-Zellen des Spenders
infundiert wurden (Walter et al., 1995; Riddell et al., 1992; Einsele et al., 2002).

Verschiedene Strategien zur Generierung HCMV-spezifischer T-Zellen sind
beschrieben worden. Erfolgreich war die ex vivo Induktion HCMV-spezifischer CTLs
mittels HCMV-infizierter autologer Fibroblasten als Stimulator-Zellen (Walter et al.,
1995) oder EBV-infizierter LCLs als Feeder-Zellen (Szmania et al., 2001), doch fir
den klinischen Einsatz sind diese Methoden ungeeignet, da die Anwesenheit von
CMV- oder EBV-Viren ein nicht zu unterschatzendes Infektionsrisiko darstellt. Die ex
vivo Induktion HCMV-spezifischer T-Zellen mit Hilfe dendritischer Zellen, die
entweder mit HCMV-Peptiden (Szmania et al., 2001; Kleihauer et al. 2001;
Vannucchi et al., 2001), oder mit HCMV-Antigen (Peggs et al., 2001; Einsele et al.,

2002) gepulst werden ist ebenfalls erfolgsversprechend, der Nachteil hierbei liegt
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jedoch in der arbeitsintensiven und sehr zeitaufwendigen ex vivo Expansion Uber
mehrere Wochen.

Wichtig fur eine langandauernde Persistenz transferierter CD8+ T-Zellen scheint die
zusatzliche Anwesenheit von CD4+ T-Helferzellen zu sein. Diese senden
Wachstumsfaktoren aus, wie z.B. Interleukin 2 oder vermitteln kostimulierende
Signale, z.B. uber CD40/CD40L, was wiederum die Antigenprasentation und die
kostimulatorische Kapazitat von APCs deutlich erhdht (Schoenberger et al., 1998;
Sarawar et al., 2001). So konnte gezeigt werden, dass eine Abnahme der CMV-
Antwort der infundierten zytotxischen T-Zellen gerade bei den Patienten auftrat, die
keine CMV-spezifische CD4+ T-Helfer Antwort zeigten (Walter et al., 1995). Im
Gegenteil, das Auftreten einer T-Helfer Antwort nach Infusion ging einher mit einer
anhaltenden oder zunehmenden CMV-Antwort der zytotoxischen T-Zellen (Walter et
al., 1995; Heslop et al.,, 1996). Der Transfer von ausschliellich CMV-spezifischen
CD4+ T-Zellen konnte zwar eine Expansion CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen
induzieren, aber lediglich bei den Patienten, bei denen Vorlauferzellen vorhanden

waren (Einsele et al., 2002).

1.9. Adoptive Immuntherapie Epstein-Barr-Virus assoziierter Erkrankungen

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) gehort zu den [1-Herpesviren und ist mit schweren
malignen Erkrankungen, wie dem nasopharyngealen Karzinom (Raab-Traub, 1992),
dem Burkitt-Lymphom (Magrath et al., 1992), der posttransplantar lympho-
proliferativen Erkrankung (PTLD) (Thomas et al., 1991) oder dem Hodgkin-Lymphom
(Weiss et al., 1989) assoziiert.

Polyklonale EBV-spezifische CTLs wurden in der Vergangenheit erfolgreich zur
Pravention und Behandlung der PTLD eingesetzt (Rooney et al., 1998); auch fur die
Behandlung von 13 Patienten mit EBV-positiver Hodgkin-Erkrankung wurden EBV-
spezifische CTLs eingesetzt, allerdings konnte kein Patient mit einer schweren
Erkrankung geheilt werden (Gottschalk et al., 2002; Heslop et al., 2000). Eine
Erklarung dafur ist, dass die mit den gangigen Methoden generierten EBV-
spezifischen CTL-Linien vor allem durch Klone dominiert werden, die sich gegen
EBV-Proteine richten, die in den malignen Reed-Sternberg Zellen der EBV-positiven

Hodgkin-Erkankung nicht exprimiert werden (Rickinson et al., 1997). So werden von
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den Hodgkin-Reed-Sternberg Zellen nur die EBV-Antigene EBNA1, BARFO, LMP1
und LMP2 exprimiert (Herbst et al., 1991; Oudejans et al., 1995), wahrend die
immundominanten Epitope EBNA 3A, B und C, gegen die sich die CTL-Linien
vorwiegend richten, in den Tumorzellen nicht exprimiert werden.

Da EBNA1 wegen seiner Glycin/Alanin Repeat-Sequenz nicht Uber MHC Klasse |
prasentiert werden kann (Leen et al., 2001) und die BARFO-Expression fur eine CTL-
Erkennung zu gering sein durfte (Kienzle et al., 1998), kommen als mdgliche Ziele flr
adoptiv transferierte CD8+ T-Zellen nur LMP1 und LMP2 in Frage.

Zwar wurden bereits von mehreren Gruppen Protokolle zur Generierung von LMP1-
oder LMP2-spzifischen CTLs beschrieben (Gottschalk et al., 2003; Gahn et al., 2001;
Su et al., 2001; Ranieri et al., 1999), der fir den Gentransfer bendtigte Einsatz von
Adenoviren stellt aber noch immer ein nicht zu unterschatzendes Risiko dar. Ein
weiterer Nachteil ist auch hier die arbeitsintensive und sehr zeitaufwendige ex vivo

Expansion uber mehrere Wochen.
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1.10. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollten die Vorraussetzungen flr eine effektive, klinisch
anwendbare adoptive Immuntherapie mit virus-spezifischen T-Zellen fur Patienten

nach allogener Stammzelltransplantation geschaffen werden.

Hierbei sollten die Nachteile der bekannten und in 1.8 erwahnten Methoden

umgangen werden:

1) Innerhalb kurzer Zeit sollten aus einer Vollblutspende (500 ml) ausreichend
CMV-spezifische T-Zellen flr einen klinischen Einsatz generiert werden.

2) Die generierten CMV-spezifischen T-Zelllinien sollten CD4+ und CD8+ T-
Zellen enthalten.

3) Die Generierung sollte keine infektiosen Materialen (z.B. Viren) erfordern und
ausschlieBlich im autologen System ablaufen (> Erflllung von GMP-

Kriterien).

Ein weiteres Ziel war die Definition neuer Peptide aus dem HCMV IE1-Antigen und
deren Einsatz fur die Generierung CMV-spezifischer T-Zellen. Durch den
gleichzeitigen Einsatz pp65- und IE1-spezifischer T-Zellen kdnnte auf diese Weise

eine breitere und effektivere T-Zellantwort erzielt werden.

Im letzten Teil wurde schlielBlich untersucht, ob und inwieweit sich die entwickelte
Strategie der Generierung CMV-spezifischer T-Zellen auch zur Generierung anderer
virus-spezifischer T-Zellen einsetzen lasst. So stellt das Epstein-Barr-Virus (EBV)
und die damit assoziierten malignen Erkrankungen ein vielversprechendes Ziel fur
eine adoptive Immuntherapie dar. Aus diesem Grund wurde die Generierung EBV-

spezifischer T-Zellen versucht.
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2. Material

2.1. Plastik- und Glaswaren

Einmal-Sterilfilter
Einfriertubes
FACS-Ro6hrchen

Gewebekulturflaschen

Cryo Vials, steril, 2 ml
Rundboden-Tube
T-25, T-75
6-well-Platten
24-well-Platten
96-well-Platten

Gewebekulturplatten

Pipettenspitzen
1 ml— 50 ml
LumaPlate™ 96

15 ml, 50 ml, 220 ml

Plastikpipetten
Szintillator-Platten

Zentrifugenréhrchen

2.2. Reagenzien und Chemikalien

Brefeldin

CFSE

Dimethylsulfoxid (DMSO) reinst

EDTA AccuGENE™ 0,5 m

EU-Solution CR13-100

FACS-Permeabilizing solution

Ficoll/Paque

10%

Refobacin 40 mg/ml

Formalin solution
Gentamicin

lonomycin

NaNs
Penicillin/Streptomycin
PMA

PBS

[BH]Thymidin

0,2 um/0,45 ym Minisart Sartorius, Gottingen

Greiner, Ammerbuch

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner, Ammerbuch
Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Packard, Dreieich

Becton Dickinson, Heidelberg

Sigma, Miunchen

Molecular Probes, Eugene, USA
Merck, Darmstadt
BioWhittaker, Rockland, USA
Pharmacia, Freiburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Biochrome, Berlin

Sigma, Minchen

Merck, Darmstadt

Sigma, Miunchen

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma, Miunchen

Gibco BRL, Karlsruhe

Amersham, Braunschweig
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Trypanblau 0,4% Gibco BRL, Karlsruhe
Trypsin/EDTA Gibco BRL, Karlsruhe
2.3. Seren

FCS Sigma, Minchen
BSA Sigma, Miunchen
Human-Albumin Kabi 20% Pharmacia, Erlangen

2.4. Kulturmedien

RPMI 1640 mit Glutamax | Gibco BRL, Karlsruhe
IMDM Gibco BRL, Karlsruhe

2.5. Einfriermedium

RPMI 1640 mit Glutamax |
10% DMSO (Endkonzentration)
50% FCS (Endkonzentration)

2.6. Zytokine

Rekombinantes humanes IL-1 R&D Systems, Wiesbaden

Humanes Interleukin-2 Proleukin® Chiron, Ratingen
(Aldesleukin 18x10° I.E./ml)

Humanes Interleukin-4 R&D Systems, Wiesbaden

Humanes Interleukin-6 R&D Systems, Wiesbaden

TNF-a Boehringer Ingelheim, Wien,

Osterreich
GM-CSF Leukomax® Novartis, Basel, Schweiz

PGE2 Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA
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2.7. Antikorper

CD28
CD49d

Anti-CD3

2.8. FACS-Antikorper

Anti-human IgG1
Anti-human CD3
. Anti-human CD4
Anti-human CD8
Anti-human IFN-y

Anti-human HLA-A,B,C

Anti-human CD14
Anti-human CD1a
Anti-human CD40
Anti-human CD80
Anti-human CD83
Anti-human CD86

Anti-human HLA-DR

2.9. Produkte fiir die magnetische Zellseparation

Orthoclone™ OKT3

FITC, PE, PerCP
PerCP

FITC, PE, PerCP
FITC, PE, PerCP
PE

PE

FITC

PE

FITC

FITC

FITC

FITC

FITC

CD4 MicroBeads
CD8 MicroBeads

IFN-y Secretion Assay Detection Kit (PE)

Becton Dickonson, Heidelberg
Immunotech, Marseille,
Frankreich

Janssen-Cilag, Neuss

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

IFN-y Secretion Assay Cell Enrichment and Detection Kit

MACS MultiStand
MidiMACS

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
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LS columns

CliniMACS Instrument
CliniMACS Tubing Set
CliniMACS PBS/EDTA Buffer
Pre-System Filter

Luer/Spike Interconnector
Transfer Bag 150 ml

IFN-y Catch reagent

IFN-y MicroBeads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

2.10. Peptide

MHC-Klasse | Peptide

HCMV-Peptid aus pp65
HCMV-Peptid aus pp150
HCMV-Peptid aus pp65
HCMV-Peptid aus pp65
HCMV-Peptid aus pp65

HCMV-Peptid aus IE1

HCMV-Peptid aus pp65

HCMV-Peptid aus IE1
HCMV-Peptid aus IE1
HCMV-Peptid aus IE1
HCMV-Peptid aus IE1
HCMV-Peptid aus IE1
HCMV-Peptid aus IE1
HCMV-Peptid aus IE1
HCMV-Peptid aus IE1

EBV-Peptid aus LMP1
EBV-Peptid aus LMP1
EBV-Peptid aus LMP2
EBV-Peptid aus BMLF1

AS 495-503:
AS 945-955:
AS 16-24:
AS 417-426:
AS 265-275:
AS 301-317:
AS 512-521:
AS 316-324:
AS 81-89:
AS 297-305:
AS 256-264:
AS  49-58:
AS 304-312:
AS 329-338:
AS 354-363:

AS 125-133:
AS 159 -167:
AS 426-434:
AS 259-267:

NLVPMVATV HLA-A*0201
TTVYPPSSTAK HLA-A*0301
GPISGHVLK HLA-A*1101
TPRVTGGGAM HLA-B*0702
RPHERNGVTVL HLA-B*0702
RVLCCYVL HLA-B*0702
EFFWDANDIY HLA-B*44XX
VLEETSVML HLA-A*0201
VLAELVKAQI HLA-A*0201
TMYGGISLL HLA-A*0201
ILDEERDKV HLA-A*0201
SLGDPLFPEL HLA-A*0201
LLSEFCRVL HLA-A*0201
LITKPEVISV HLA-A*0201
YILGADPLRV HLA-A*0201
YLLEMLWRL HLA-A*0201
YLQQNWWTL HLA-A*0201
CLGGLLTMV HLA-A*0201
GLCTLVAML HLA-A*0201
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Die Peptide wurden in der AG von PD Dr. Stefan Stevanovic aus dem Institut far
Zellbiologie, Abteilung Immunologie der Universitat Tubingen synthetisiert. Sie
wurden mittels Fmoc-Festphasensynthese in einem Peptidsynthesizier (Modell 432A,
Applied Biosystems, Weiterstadt) synthetisiert und durch eine HPLC (Varian star,
Zinsser, Munchen), sowie durch Massenspektrometrie (G2025A, Hewlett-Packard,
Palo Alto, CA ) analysiert.

2.11. Virus-Lysat, Virus-Protein

Cytomegalovirus Ag (AD 169) Lysat Biodesign, Saco, USA
Viral Antigens, Memphis, USA
Rekombinantes HCMV/pp65-Potein Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

2.12. Tetramere

MHC-Peptid Tetramer HLA-A*0201; NLVPMVATYV, PE Prolmmune Ltd., GB
MHC-Peptid Tetramer HLA-A*0201; VLEETSVML, PE Prolmmune Ltd., GB
MHC-Peptid Tetramer HLA-B*0701; TPRVTGGGAM, PE Prolmmune Ltd., GB
MHC-Peptid Tetramer HLA-B*0701; RPHERNGVTVL, PE Prolmmune Ltd., GB
MHC-Peptid Tetramer HLA-B*0701; RVLCCYVL, PE Prolmmune Ltd., GB
MHC-Peptid Tetramer HLA-A*0201; GLCTLVAML, PE Prolmmune Ltd., GB
MHC-Peptid Tetramer HLA-A*0201; CLGGLLTMV, PE Prolmmune Ltd., GB
MHC-Peptid Tetramer HLA-A*0201; YLQQNWWTL, PE Prolmmune Ltd., GB
MHC-Peptid Tetramer HLA-A*0201; YLLEMLWRL, PE Prolmmune Ltd., GB

2.13. Hodgkin-Zelllinie HD-MYZ

Die HLA-A2 exprimierende Hodgkin-Zelllinie HD-MYZ wurde von Prof. Hans Knecht,

Kantonsspital Basel, Schweiz, zur Verfigung gestellt.
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2.14. TAP-mutante Zelllinie

Die T2-Zelllinie stellt eine Fusion einer lymphoblastoiden B-Zelllinie, die eine Deletion
in den MHC Klasse Il aufweist, und der T-Zelllinie CEM (T1) dar. Die Syntheserate
der MHC-I-Molekile ist bei der T2-Zelllinie normal. Aufgrund der TAP-Mutation in
TAP1 und TAP2 ist die Peptidbeladung der MHC | im endoplasmatischen Retikulum
allerdings unzureichend. Die reduzierte Zelloberflachenexpression von HLA-A2-
Molekullen resultiert aus der Instabilitat der nicht-peptidbeladenen MHC Klasse |-
Molektlen. Die Expression der MHC Klasse |-Moleklle auf der Zelloberflache wird
durch Inkubation der T2-Zelllinie mit HLA-A2-bindendem Peptid erhdht, wobei das
Peptid die unbeladenen MHC Klasse [-Molekule stabilisiert und so eine hohe Dichte

an MHC-Peptid-Komplexen entsteht.

2.15. Virusstamm

In der vorliegenden Arbeit wurde der humane CMV-Laborstamm AD169 eingesetzt,
der im Institut fur Virologie der Universitat Tubingen auf humanen Hautfibroblasten
angezuchtet und von Dr. Christian Sinzger zur Verfugung gestellt wurde.

2.16. HLA-typisierte humane Hautfibroblasten

In der vorliegenden Arbeit wurden im Zytotoxizitatstest HLA-A2-exprimierende und
HLA-A2-negative humane Vorhautfibroblasten eingesetzt. Diese wurden ebenfalls
von Dr. Christian Sinzger, Institut fur Virologie der Universitat Tubingen zur
Verfigung gestellt.

2.17. HLA-typisierte Blutspender

Die in der Arbeit verwendeten freiwilligen Blutspender wurden in der Blutbank

typisiert.
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3. Methoden

3.1. Aligemeine Zellkulturmethoden

3.1.1. Isolierung der peripheren blutmononuklearen Zellen (PBMCs)

Die PBMCs wurden aus Buffy coats oder heparinisiertem Vollblut von Patienten oder
gesunden Spendern isoliert, die HLA-typisiert und HCMV-getestet waren. Buffy coat
oder Vollblut wurden 1:1 mit PBS verdunnt und je 30 ml wurden auf 15 ml Ficoll, die
in 50 ml Falconrohrchen vorgelegt waren, geschichtet (Boyum, 1964). Nach
zwanzigminutiger Zentrifugation bei 2000 rpom, wurde der Interphasenring vorsichtig

abgenommen und mehrmals gewaschen.

3.1.2. Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl der Zellen wurde unter dem Mikroskop mit Hilfe der
Neubauerzahlkammer bestimmt. Ein Anteil der Zellsuspension wurde mit Trypanblau
verdunnt und in die Zahlkammer pipettiert. Die unter dem Mikroskop gezahlte
Zellzahl konnte dann auf das Gesamtvolumen der Zellsuspension umgerechnet

werden.

3.1.3. Einfrieren und Auftauen der Zellen

PBMCs, DCs, Fibroblasten und T-Zelllinien wurden auf die gleiche Art und Weise
eingefroren und aufgetaut. Die Zellen wurden gewaschen, gezahlt und auf 5x10° bis
5x10” pro ml Einfriermedium (RPMI 1640 mit 50% FCS und 10% DMSO) und
Einfrierrohrchen eingestellt. Die Kryorohrchen mit den Zellen wurden bei -80°C
eingefroren und nach wenigen Tagen in flussigen Stickstoff fur die

Langzeitaufbewahrung Gberfuhrt.
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Das Auftauen der Zellen erfolgte in einem Wasserbad bei 37°C, bis der Eiskern sich
von der Wand des Einfrierrohrchens gelost hatte. Die Zellen wurden in RPMI/10%

FCS aufgenommen und mehrmals gewaschen.

3.1.4. Bestrahlen der Zellen

T-Zellen und DCs wurden mit 30 Gy (3500 rad) bestrahlt, T2-Zellen wurden mit 60
Gy (7000 rad) bestrahlt.

3.1.5. Herstellung des humanen PBMC-Pools

Aus 5-10 HCMV-seronegativen und -seropositiven Buffy coats mit unterschiedlichen
HLA-Typen wurden die PBMCs nach der Methode 3.1.1 isoliert, vereinigt und mit 30
Gy (3500 rad) bestrahlt. Die Zellen wurden anschliel3end als Feeder-Zellen in der
Zellkultur eingesetzt oder nach der Methode 3.1.3 eingefroren.

3.1.6. Gewinnung von Serum

Frisches Vollblut (ohne Heparin) wurde in 50 ml Falconréhrchen uberfuhrt, 3-4
Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieRend bei 2000 rpm 30
min zentrifugiert. Dann wurde das Serum abpipettiert, 30 min bei 56°C im Wasserbad
hitzeinaktiviert und schliel3lich steriffiltriert. Das Serum wurde entweder sofort zur
Herstellung von Kulturmedium verwendet oder bei -20°C eingefroren. Zur Herstellung

von ,Humanserum® wurden die Seren von mehreren Spendern gepoolt.

3.1.7. Kultivierung der T2-Zelllinie und der Hodgkin-Zelllinie HD-MYZ

Die T2-Zellen wurden in T-75 Kulturflaschen dicht wachsend in RPMI 1640 mit 10%
hitzeinaktiviertem FCS kultiviert, das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt.
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3.1.8. Kultivierung der humanen Vorhautfibroblasten

Die HLA-typisierten humanen Vorhautfibroblasten wurden in 250 ml Kulturflaschen in
IMDM mit 10% FCS und 2% Penicillin/Streptomycin (komplettes |IMDM-
Kulturmedium) kultiviert. Alle 2-3 Tage wurde das Medium gewechselt und die
Fibroblasten dicht wachsend expandiert.

3.1.9. Trypsinierung der humanen Vorhautfibroblasten

Die dicht gewachsenen Fibroblasten wurden mit Trypsin/EDTA vom
Zellkulturflaschenboden abgeldst, indem 2 ml Trypsin/EDTA auf den Zellrasen
pipettiert und 10 min bei 37°C und 5% CO, inkubiert wurden. Leichtes Klopfen an
den Flaschenrand gewahrleistete das endgultige Losen der Fibroblasten vom
Kulturschalenboden. Nach einer Kontrolle unter dem Mikroskop wurden die

Fibroblasten in ein 50 ml Falconréhrchen Uberflhrt und zweimal gewaschen.

3.1.10. Generierung der dendritischen Zellen (DCs)

Dendritische Zellen (DCs) wurden aus Blut-Monozyten generiert. Pro well einer 6-
well Platte wurden 1x10” PBMCs in 3 ml Kulturmedium (RPMI 1640 mit 10%
hitzeinaktiviertem FCS) eingesetzt und fur 2 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Anschlieend wurden die nicht-adharenten Zellen abgenommen, die Platte(n) einmal
mit RPMI gespult und die adharente Zellfraktion in Kulturmedium einschlieR3lich 800
U/ml GM-CSF und 1000 U/ml IL-4 aufgenommen. Diese Zytokine wurden erneut an
Tag 3 in 1 ml frischem Medium pro well zugegeben. Fur die Reifung der DCs
wurden an Tag 6 zusatzlich zu GM-CSF und IL-4 noch IL-13 (5 ng/ml), IL-6 (10
ng/ml), TNF-a (25 ng/ml) und PGE2 (1 ng/ml) zugesetzt. An Tag 7 wurden die reifen

DCs geerntet, einmal gewaschen und anschlieRend gezahlt.
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3.1.11. Antigen-/Peptidbeladung der dendritischen Zellen (DCs)

Fir die Antigenbeladung wurden zu den unreifen DCs an Tag 6 zusatzlich zu den
Zytokinen 10 pg/ml CMV-Antigen gegeben. Fur die Peptid- bzw. Proteinbeladung
erfolgte die Zugabe (10 pg/ml Peptid bzw. 2.5 yg/ml Protein) fur die letzten 4
Stunden der DC-Reifung.

3.1.12. Isolierung von CD4+/CD8+ T-Zellen mittels MACS MicroBeads

Um CD4+ T-Zellen oder CD8+ T-Zellen zu isolieren, wurden MicroBead-gekoppelte
Antikorper eingesetzt (Brosterhus et al., 1999). 1x10” Zellen wurden in 80 pl kaltem
Puffer (PBS mit 0.5% BSA und 2 mM EDTA) aufgenommen und mit 20 yl MACS
CD4- bzw. CD8-MicroBeads versetzt. Nach 15 minutiger Inkubation bei 4°C wurden
die Zellen gewaschen, in 500 ul Puffer aufgenommen und auf die vorgesplulte und in
den Magneten eingespannte Separations-Saule gegeben. AnschlieRend wurde die
Saule zweimal mit Puffer gespult, aus dem Magneten genommen und die Positiv-
Fraktion eluiert. Die isolierten Zellen wurden einmal gewaschen und schlief3lich
gezahlt.

3.1.13. Peptidbindungstest

Jedes HLA-A*0201-Motivpeptid aus HCMV/IE1 wurde auf die Bindungsfahigkeit an
das MHC Klasse I-Molekil getestet. Die Peptide wurden auf eine Konzentration von
1 mg/ml eingestellt und auf 1 mM und 0.1 mM verdunnt. Die T2-Zellen wurden auf
3x10° Zellen pro Well einer 96er Mikrotitrierplatte eingestellt und in RPMI 1640
aufgenommen. Nun wurden 10 pl der Peptidverdiinnung zupipettiert und tGber Nacht
bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Der Ansatz wurde bei 1300 rpm 5 min
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und einmal mit 200 ul PBS gewaschen.
AnschlieRend wurde das Pellet in 200 pl PBS/1% FCS aufgenommen und 10 pl des
PE-markierten anti-HLA-A,B,C-Antikdrper pro Well zupipettiert. Dieser Ansatz wurde
30 min auf Eis inkubiert, bei 1300 rpm 5 min abzentrifugiert, einmal mit 200 pyl PBS
und einmal mit 200 pl 4%iger Formalinlosung gewaschen. Dann wurden die Zellen
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mit 150 pl 4%iger Formalinlosung in FACS-RoOhrchen dberfuhrt und im
DurchfluRzytometer analysiert. Als Kontrolle wurde die T2-Zelllininie ohne Peptid als
Nullwert eingesetzt. Auf diese Art und Weise wurden alle in der Arbeit verwendeten
IE1-Peptide auf die Bindungsfahigkeit hinsichtlich der MHC Klasse I[-Molekile
getestet. Der Fluoreszenzwert wurde aus dem Verhaltnis ,mean fluorescence
intensity with peptide® (MFI mit Peptid) zu ,mean fluorescence intensity without
peptide“ (MFI ohne Peptid)

3.2. Generierung der virus-spezifischen T-Zellen

3.2.1. Isolierung virus-spezifsichen T-Zellen mittels IFN-y Secretion-Assay

Zur Isolierung der virus-spezifischen T-Zellen wurden fur den IFN-y Secretion-Assay
1x10% - 4x10® PBMCs von HLA-typisierten Donoren mit bekanntem HCMV-
Serostatus eingesetzt (Manz et al., 1995). Als Medium wurde RPMI 1640 mit 10%
hitzeinaktiviertem Serum verwendet, wobei verschiedene Seren zum Einsatz kamen.
So wurde in einigen Versuchen FCS verwendet, in anderen Versuchen autologes
Serum des Spenders oder von mehreren Spendern gepooltes ,Humanserum® (siehe
3.1.6). Je 1x10” PBMCs wurden in 1 ml Medium aufgenommen und fiir 16 h bei 37°C
und 5% CO, mit HLA-restringierten Peptiden (1 pg/ml) und/oder Virus-Lysat (10
pg/ml) bzw. Virus-Protein (2.5 pg/ml) stimuliert. Die Zellen wurden mit Puffer (PBS
mit 0.5% BSA und 2 mM EDTA) gewaschen, mit IFN-y Catch Reagent, einem
bispezifischen Antikdrper fur CD45 und IFN-y, gelabelt und fir die Sekretionsphase
in Medium (1x10° — 2x10° Zellen pro ml) 45 min bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Wahrend dieser Sekretionsphase wurden die Zellen alle 5 min aufgeschattelt, um
eine gleichmalige und dauerhafte Verteilung zu gewahrleisten. Anschlieend
wurden die Zellen gewaschen und entweder gleich mit anti-IFN-y MicroBeads
gelabelt (klinisches Protokoll) oder zuerst mit PE-markierten anti-IFN-y Antikérpern
und in einem nachsten Schritt mit anti-PE MicroBeads (Labor-Protokoll). Die
magnetische Anreicherung der IFN-y sezernierenden Zellen erfolgte nach dem
Labor-Protokoll analog zu 3.1.12: Die Zellen wurden in Puffer aufgenommen und auf
die vorgespulte und in den Magneten eingespannte Separations-Saule gegeben.
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AnschlieBend wurde die Saule zweimal mit Puffer gespult, aus dem Magneten
genommen und die Positiv-Fraktion eluiert. Die isolierten Zellen wurden einmal
gewaschen.

Das klinische Protokoll sah eine Isolierung der IFN-y sezernierenden Zellen mit dem
CliniMACS vor. Hierzu wurden die Zellen in 30 ml Puffer aufgenommen und mit einer
Spritze in den Transfer-Beutel Uberfihrt. Das Tubing-Set wurde nach Anleitung in
den CIliniMACS eingelegt und der Beutel mit den Zellen sowie ein Beutel mit
CliniMACS-Buffer angehangt. Dann wurde das Enrichment-Programm 3.1 gestartet,
bei dem die Zellen mehrmals auf die Saule aufgetragen und gewaschen wurden. Die
Zellen der Positiv-Fraktion und der Negativ-Fraktion wurden einmal gewaschen und

anschlielend gezahilt.

3.2.2. Kultivierung der virus-spezifischen T-Zellen

Die Positiv-Fraktion aus dem IFN-y Secretion Assay wurde im entsprechenden
Kulturmedium expandiert (3.2.1). Pro well einer 24-well Kulturplatte wurden 5x10°
Zellen in 2 ml Medium mit 50 IU/ml IL-2 eingesetzt, als Feeder-Zellen wurden
entweder 5x10° allogene, bestrahlte PBMCs (3.1.5) oder 2.5x10" autologe, bestrahlte
PBMCs pro well zugegeben. Die Expansion erfolgte Uber mehrere Tage bis
Wochen, wobei alle 2-3 Tage die Halfte des Mediums gegen frisches Medium
(einschlief3lich IL-2) ausgetauscht wurde. Das Wachstum der Zellen wurde unter dem
Lichtmikroskop beobachtet und die Zellen bei hoher Zelldichte im Verhaltnis 1:2 oder

1:3 gesplittet.

3.2.3. Expansion von virus-spezifischen T-Zellen mittels ,,Rapid expansion
Protocol“ (REP)

Die Expansion virus-spezifischer T-Zellen erfolgte mit kleinen Abweichungen nach
dem Protokoll von Riddell und Greenberg, 1990. Dazu wurden in einer T-25
Kulturflasche 1x10° T-Zellen mit 5x10° bestrahlten T2-Zellen und 2,5x10” bestrahlten
allogenen PBMCs in 25 ml Medium (RPMI 1640 mit 10% humanem Serum)
aufgenommen und mit 30 ng/ml anti-CD3 Antikorper (OKT-3) versetzt. Die Zellen
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wurden bei 37°C und 5% CO2 expandiert, wobei an Tag 1, Tag 7 und an Tag 10
jeweils 50 U/ml IL-2 zugegeben wurden und die Zellen an Tag 4 einmal gewaschen
und in frischem Medium mit 50 U/ml IL-2 aufgenommen wurden. An Tag 11-14
wurden die Zellen schliel3lich geerntet und gezahlt. Bei starker Expansion der Zellen
mussten diese zwischendurch in eine groflere Kulturflasche (T-75 ) mit 60 ml
Medium uberflhrt werden.

3.3. Charakterisierung der Zellen

3.3.1. Oberlachen-FACS-Analyse

Pro Ansatz wurden 5x10° - 1x10° Zellen in 200 yl FACS-Puffer (PBS mit 10% FCS)
aufgenommen und je 5 pl fluoreszenzmarkierter  Antikorper (FITC:
Fluoroisothiocyanat, PE: Phycoerythrin, PerCP: Peridinin-Chlorophyllprotein)
zugegeben. Nach 30 mindtiger Inkubation bei 4°C wurden die Zellen einmal mit
FACS-Puffer gewaschen, in 100 pl FACS-Puffer aufgenommen und im FACSCalibur-
DurchfluRzytometer analysiert.

3.3.2. Tetramer-FACS-Analyse

Pro Ansatz wurden 5x10° - 1x10° Zellen in 500 pl 37°C warmem Puffer (PBS mit
10% FCS) aufgenommen, mit 1 pl des fluoreszenzmarkierten MHC-Peptid Tetramer-
Komplexes versetzt und 15 min bei 37°C bei 5% inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieBend gewaschen, in 200 pl kaltem Puffer aufgenommen und mit 5 pl
fluoreszenzmarkierten Oberflachen-Antikorpern versetzt. Nach 15 minutiger
Inkubation bei 4°C wurden die Zellen ein weiteres mal mit Puffer gewaschen, in 100

pI Puffer aufgenommen und im FACSCalibur-Durchfluzytometer analysiert.
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3.3.3. IFN-y-Bestimmung mittels intrazellularer FACS-Analyse

1x10° PBMCs wurden in 500 pl Medium (RPMI 1640 mit 10% FCS) aufgenommen
und mit 10 pg/ml Peptid und/oder 10 pug/ml Antigen stimuliert. CTLs wurden mit
peptid- bzw. antigenbeladenen DCs (3.1.11) im Verhaltnis 5:1 stimuliert. Fir die 6-
stundige Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden je 0,5 pg/ml der kostimulierenden
Antikorper CD28 und CD49d (Waldrop et al., 1998), und fur die letzten 5 Stunden 10
pg/ml Brefeldin A zugegeben. Als Negativ-Kontrolle wurde ein HLA-A*0201-
bindendes HIV-Peptid eingesetzt, fur die Positiv-Kontrolle wurden die Zellen mit 0.5
pMg/ml PMA und 1 pg/ml lonomycin stimuliert. Nach der Inkubation wurden die Zellen
einmal mit Puffer (PBS / 0.5% BSA / 0.1% NaNs) gewaschen, in Permeabilisations-
Lésung aufgenommen (2x106 Zellen je ml) und 12 min inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen erneut gewaschen und 30 min mit fluoreszenzmarkierten
Antikorpern gegen IFN-y und Oberflachenantigene gelabelt. Danach wurden die
Zellen nochmals gewaschen, in 100 yl Puffer aufgenommen und im FACSCalibur-

DurchfluRzytometer analysiert.

3.3.4. IFN-y-Bestimmung mittels IFN-y Secretion Assay Detection Kit

Je 1x10° Zellen wurden in 200 pl Medium (RPMI 1640 mit 10% FCS) aufgenommen
und bei 37°C und 5% CO, fur 16 Stunden mit 1 pg Peptid und/oder 10 ug CMV-Lysat
inkubiert. Dann wurden die Zellen einmal mit kaltem Puffer (PBS mit 0.5% BSA und 2
mM EDTA) gewaschen, in 90 pl kaltem Medium resuspendiert und mit 10 pl IFN-y
Catch Reagent, einem bispezifischen Antikorper fur CD45 und IFN-y, fur 5 min auf
Eis gelabelt. Fur die folgende Sekretionsphase wurden die Zellen in warmem
Medium (1x10° - 2x10° Zellen pro ml) aufgenommen und 45 min bei 37°C und 5%
CO; inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen, in 90 pl kaltem Puffer
resuspendiert und mit 10 pl PE-markiertem anti-IFN-y Antikdrper, sowie 5 ul
Oberflachenantikorpern fur 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen
nochmals gewaschen, in 100 pyl Puffer aufgenommen und im FACSCalibur-
DurchfluRzytometer analysiert.
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3.3.5. Proliferationsassay

Die Fahigkeit der PBMCs und der generierten T-Zellen, nach CMV-Antigen
Stimulation zu proliferieren, wurde mittels CFSE-labeling untersucht. 1x10” Zellen
(PBMCs oder CTLs) wurden mit 0.6125 um  Carboxyfluoreszein-
diacetatsuccinimidylester (CFDASE) fur 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Ungebundenes CFDASE oder die deacetylierte Form, CFSE, wurde durch
Zugabe von RPMI mit 15% FCS und 20 minudtige Inkubation beseitigt. Anschlie3end
wurden die Zellen zweimal gewaschen und 1x10° pro ml in einer 6-well Platte (5
ml/well) mit 2x10° autologen, CMV-lysat beladenen DCs stimuliert. Nach 7 Tagen
Kultur wurden die Zellen gezahlt, mit Fluorochrom-konjugierten anti-CD4- oder anti-

CD8 Antikorpern gelabelt und im FACSCalibur-DurchfluRzytometer analysiert.

3.3.6. Zytotoxizitatsassay

Der Zytotoxizitatsassay wurde entweder mit Peptid-beladenen T2-Zellen bzw. HD-
MYZ-Zellen oder mit infizierten Fibroblasten durchgefuhrt. Dabei wurde der Chrom-

release assay oder der Europium-release assay angewendet.

3.3.6.1. Peptidbeladung der T2-Zellen und HD-MYZ-Zellen

5x10° Zielzellen wurden in 200 pl Medium (RPMI mit 10% FCS) aufgenommen und
mit 10 pg/ml Peptid gepulst.

3.3.6.2. Infektion der Fibroblasten mit dem Laborstamm AD169

Die Infektion der Fibroblasten wurde von Dr. Christian Sinzger, Institut fur Virologie,
Tdbingen durchgefuhrt, wobei die Zielzellen fur 2 Stunden mit dem CMV-
Laborstamm AD169 in einer MOI (multiplicity of infection) von 5 inkubiert wurden.
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3.3.6.3. Zytotoxizitatstest

A) Chrom-realease assay
5x10° Target-Zellen wurden in 200 yl Medium (RPMI mit 10% FCS) aufgenommen
und mit 20 pl CrO4 fur 1 h bei 37°C gelabelt. Nach zweimaligem Waschen wurden

5000 Zellen in 100 pl Medium pro well einer 96-well Platte pipettiert und Effektor-
Zellen in unterschiedlichen Verhaltnissen zugegeben (alle Ansatze in Triplikaten) mit
einem Endvolumen von 200 ul. Zur Bestimmung des Spontan-releases wurden die
Target-Zellen allein eingesetzt, fur den Maximal-release wurden zu den Target-Zellen
100 pl Triton X gegeben. Die Zellen wurden 4 h bei 37°C inkubiert, anschlielRend
wurden je well 30 pl Uberstand abgenommen, auf eine Szintillator-Platte pipettiert
und nach Trocknung Uber Nacht in einem Liquid scintillation counter analysiert. Die

Berechnung der spezifischen Zytotoxizitat erfolgte nach der Formel

% spezifische Lyse = [(Experiment-release — Spontan-release)/(Maximal-release —

Spontan-release)] x 100

B) Europium-realease assay
5x10° - 6x10° Target-Zellen wurden in 800 pl Puffer (PBS mit 50mM Hepes, 93 mM
NaCl, 5 mM KCI, 2 mM MgCl, 10 mM DTPA (Diethylene-triamine-pentaacetic acid)

und 2 mM Europium-lll-acetat) aufgenommen und fir 6 min auf Eis inkubiert. Nach

Permeation der Zellen mittels Elektroporation (250 V, 0.5 yF, 200 Q) wurden sie
erneut fur 10 min auf Eis inkubiert. Nach funfmaligem Waschen wurden 5000 Zellen
in 100 pl Medium pro well einer 96-well Platte pipettiert und Effektor-Zellen in
unterschiedlichen Verhaltnissen zugegeben (alle Ansatze in Triplikaten) mit einem
Endvolumen von 200 pl. Zur Bestimmung des Spontan-releases wurden die Target-
Zellen allein eingesetzt, fur den Maximal-release wurden zu den Target-Zellen 100 pl
Triton X gegeben. Die Zellen wurden 4 h bei 37°C inkubiert, anschlieRend wurde je
well 20 ul Uberstand abgenommen und die Europium-Freisetzung nach Zugabe von
180 pl EU-solution gemessen. Die Berechnung der spezifischen Zytotoxizitat erfolgte

analog dem Chrom-release assay.
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3.3.7. Gemischte Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte culture, MLC)

Als Stimulator-Zellen wurden allogene, reife DCs (3.1.10) verwendet, die bestrahlt
(3500 rad) und in Triplikaten in einer 96-well Rundbodenplatte vorgelegt wurden (pro
well 10 000 DCs in 100 yl RPMI 1640 mit 10% FCS). Dazu wurden je well 100 000
CD4-angereicherte (3.1.11) Effektorzellen (PBMCs und generierte T-Zellen) in 100 pl
Medium zupipettiert. Als Kontrolle wurden die Effektorzellen allein eingesetzt.

Die Zellen wurden 5 Tage im Brutschrank (37°C, 5% CO3) inkubiert, wobei fur die
letzten 18 Stunden 1 pCi [3H]-Thymidin pro well zugegeben wurde. Der Inhalt der
wells wurde mittels eines Zellerntegerates auf Glasfaserfilter gebracht, worauf diese
ca. 3 Stunden an der Luft getrocknet wurden. Anschliefend wurden die Filter
eingeschweil’t, mit Szintillationsfllissigkeit getrankt und in einem Szintillations-

zahlgerat vermessen.
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4. Ergebnisse

4.1. Generierung von HCMV/pp65 Peptid-spezifischen T-Zelllinien

Um die Anwendbarkeit des IFN-y Secretion Assays fur die Generierung von
virusspezifischen T-Zellen zu testen, wurde in einem ersten Schritt versucht,

HCMV/pp65 Peptid-spezifische CD8+ T-Zelllinien zu generieren.

Dazu wurden 1x102 - 2x10® PBMCs aus Buffy coats von 10 gesunden, HLA-A*0201
CMV-seropositiven Blutspender isoliet und mit dem HLA-A*0201-Peptid
NLVPMVATYV stimuliert. Die Anreicherung der IFN-y sezernierenden Zellen erfolgte
mit dem IFN-y Secretion Assay nach dem Labor-Protokoll, die Expansion der Zellen
uber mehrere Tage bis Wochen mit allogenen, gepoolten und bestrahlten PBMCs als
Feeder-Zellen in RPMI/10% FCS mit 50 IU/ml IL-2. Die Frequenz der Peptid-
spezifischen CD8+ Lymphozyten wurde mittels Tetramer-FACS-Analyse sowohl in
den PBMCs als auch in den angereicherten und expandierten Zellen bestimmt. Die
Analyse der Funktionalitat der generierten T-Zellen erfolgte mittels IFN-y Nachweis

(nach Peptidstimulation) und Zytotoxizitatsassay.

4.1.1. Expansion der angereicherten Lymphozytenfraktion

Die mittels IFN-y Secretion Assay angereicherten Zellen wurden uber mehrere Tage
bis Wochen expandiert und dabei zu verschiedenen Zeitpunkten gezahlt (Abb. 4.1.1.
und Abb. 4.1.2.). Zur Einschatzung der Expansionsstarke wurden die Zeitpunkte
(Tag nach Isolation) der T-Zelllinien verglichen, an denen mindestens 1x10” Zellen
gezahlt werden konnten. Im Schnitt wurde diese Zellzahl nach einer Expansionszeit
von 17 Tagen erreicht (Tab. 4.1.1.).

Donor ‘ SA1 ‘ SA2 ‘ SA3 ‘ SA4 ‘ SA5 ‘ SA6 ‘ SA7 ‘ SA8 ‘ SA9 ‘ SA10 ‘ 7]

Tag nach Isolation 22 ‘ 11 ‘ 19 ‘ 18 ‘ 10 ‘ 16 ‘ 17 ‘ 28 ‘ 23 ‘ 8 ‘ 17

Tab. 4.1.1. Tag der Expansion nach Isolation, an dem mindestens 1x10” Zellen gezahlt wurden.
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Abb. 4.1.1. Expansion der angereicherten Zellen von drei Donoren (SA1, SA3, SA4) Uber 42 Tage.
Die Zellen wurden an den Tagen 10, 21, 33 und 42 gezahlt.
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Abb. 4.1.2. Expansion der angereicherten Zellen von vier Donoren (SA2, SA5, SA6, SA10) Uber 13-

16 Tage. Die Zellen wurden aufterdem an Tag 6-8 gezahilt.
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4.1.2. Tetramer-FACS-Analyse der PBMCs und der generierten T-Zellen

Die Frequenz CMV-Peptid-spezifischer T-Zellen wurde mittels Tetramer-FACS-
Analyse sowohl in den PBMCs als auch in den isolierten Zellen nach 14 bis 42
tagiger Expansion bestimmt. Die Analyse der PBMCs der 10 HLA-A*0201 positiven
Donoren zeigte, dass im Durchschnitt 0.76% (<0.1% - 3.68%) der CD3+/CD8+
Lymphozyten positiv fur das HLA-A*0201/pp65495.503 Tetramer waren. Nach
Anreicherung und 13 - 42 Tagen Expansion waren 88.2% (66.2% - 99.3%) der
CD3+/CD8+ Lymphozyten positiv fir das HLA-A*0201/pp65495.503 Tetramer (Abb.
4.1.3.). Die absolute Anzahl Peptid-spezifischer T-Zellen betrug damit im Schnitt
14.5x107 (2.0x10" - 61 x107) (Tab. 4.1.2.).

vor secretion assay d16 nach secretion assay

A2-Tet pp65 (NLV) PE __go

use g1 FE
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Abb. 4.1.3. Tetramer-FACS der PBMCs und der nach Anreicherung Uber 16 Tage expandierten
Zellen eines Donors (SA2).
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Charakterisierung vor Charakterisierung nach Anreicherung und Expansion
Anreicherung
T ] . Tag Tetramer-FACS: .
etramer-FACS: NLVPMVATV Cach NLVPMVATV spezifische Anzahl Peptid-
spezifische CTLs in CD3+/CD8+ Isolation CTLs in CD3+/CD8+ spezifischer CTLs*
SA1 <0.1% 42 98.3% 61.0 x 10
SA2 0.48% 16 81.6% 2.2x 10
SA3 0.22% 21 84.9% 2.0x 107
SA4 0.25% 33 99.3% 25.0x 10’
SA5 1.49% 14 95.8% 3.2x10
SA6 3.68% 20 66.2% 3.2x10
SA7 0.36% 29 87.9% 34.0x 10
SA8 0.49% 28 91.2% 2.0x 10’
SA9 <0.1% 27 81.7% 3.0x10’
SA10 0.64% 16 94.9% 9.5x 10’
o 0.76% 88.2% 14,5 x 10

* Berechnung mittels Zellzahl an Tag nach Isolation und Prozentsatz an Peptid-spezifischen CTLs

Tab. 4.1.2. Charakterisierung der Zellen mittels Tetramer-FACS vor Anreicherung sowie nach

Anreicherung und Expansion Uber 14 - 42 Tage.

4.1.3. IFN-y Sekretion der generierten T-Zellen nach Peptid-Stimulation

5 der generierten Zelllinien wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, nach Stimulation

mit dem Peptid NLVPMVATYV IFN-y zu sezernieren. Diese Analyse erfolgte entweder

mit dem intrazellularen IFN-y assay (3.3.3.) oder dem IFN-y Secretion Assay
Detection Kit (3.3.4.). Die IFN-y Produktion der T-Zelllinien nach Anreicherung und
Expansion uber 14 - 42 Tage lag dabei im Schnitt bei 88.7% (64.4% - 99.5 %, n=5).
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Abb. 4.1.4. IFN-y Nachweis der Uber 16 Tage expandierten Zellen eines Donors (SA2).

4.1.4. Zytotoxizitat der generierten T-Zellen

Zuletzt wurde untersucht, ob die generierten T-Zellen Peptid-gepulste T2-Zellen und
CMV-infizierte Fibroblasten lysieren. Jeweils 5 der generierten T-Zelllinien wurden
gegen die beiden Targets gestestet, wobei im Schnitt 57.5% (22.2% - 80.7%; E:T
40:1) der mit dem pp65495.503 beladenen T2-Zellen (Europium-release assay), sowie
49.1% (35.2% - 66.3%; E:T 33:1 (n=2) bzw. 100:1 (n=3)) der CMV-infizierten HLA-
A*0201 Fibroblasten (Chrom-release assay) lysiert wurden.
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Abb. 4.1.5. Zytotoxizitats assay der generierten Zellen gegen Peptid-gepulste T2-Zellen (A, -¢- (SA1))
und CMV-infizierte HLA-A*0201 Fibroblasten (B; -m- (SA6)). Als Kontrolle dienten T2-Zellen, die mit

einem irrelevanten IMP-Peptid (GILGFVFTL) beladen wurden (A: -e-) bzw. nicht-infizierte HLA-A*0201
Fibroblasten (B: -e-).
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4.2. Definition eines neuen HLA-A*0201 Peptides aus dem HCMV/IE1-Antigen

4.2.1. Epitop-Vorhersage mittels SYFPEITHI

Fiar die HLA-Restriktion A*0201 wurden mogliche Peptide aus dem |IE1-Antigen von
HCMV durch die Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. Stevanovic, Institut fur Zellbiologie,
Tldbingen, vorhergesagt. Die Epitop-Vorhersage erfolgte mit dem SYFPEITHI-
Vorhersage-Algorithmus nach den kurzlich publizierten Regeln (Rammensee et al.,
1999; www.syfpeithi.de). Acht Peptide, die als am besten bindend vorhergesagt
wurden (hoéchster Score), wurden synthetisiert (Tab. 4.2.1.). Diese Peptide wurden
dann auf ihre Fahigkeit untersucht, HLA-A*0201 Molekule auf der Zelloberflache von
T2-Zellen zu stabilisieren.

4.2.2. Bindung der vorhergesagten IE1-Peptide auf T2-Zellen

Wie gut die vorhergesagten Peptide uber MHC Klasse | Molekule prasentiert werden
kénnen, wurde im Peptidbindungsassay untersucht. Dabei wurden T2-Zellen mit dem
relevanten Peptid inkubiert und der resultierende Anstieg der Zelloberflachen-
expression von HLA-A*0201 auf den T2-Zellen gemessen. Zur Positiv-Kontrolle
wurde das Peptid NLVPMVATV aus dem pp65-Antigen von HCMV (AS 495-503),
das bekanntermallen eine hohe Bindungsaffinitat fur das HLA-A*0201 Molekul
besitzt, eingesetzt. Die Bindung dieses Peptids resultierte in einem 100%igen
Anstieg der HLA-A*0201 Expression (Tab. 4.2.1.). Die HLA-A*0201 Peptide aus
HCMV-IE1 zeigten unterschiedliche Stabilisierungsgrade des HLA-A*0201 Molekuls
auf den T2-Zellen, wobei die Peptide 285, 307, 324 und 331 am starksten

stabilisierend waren (Tab. 4.2.1., grau unterlegt).
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Peptid Position | Protein | Aminosduresequenz Lange |Score*| % FI**

7089 495-503 pp65 NLVPMVATV 9 30 99.5
328 81-89 IE1 VLAELVKQI 9 27 30.4
307 297-305 IE1 TMYGGISLL 9 27 60.8
285 256-264 IE1 ILDEERDKV 9 26 45.5
308 49-58 IE1 SLGDPLFPEL 10 26 7.7
331 304-312 IE1 LLSEFCRVL 9 25 73.2
311 329-338 IE1 LITKPEVISV 10 25 9.4
314 354-363 IE1 YILGADPLRV 10 25 14.9
324 316-324 IE1 VLEETSVML 9 24 40.9

* SYFPEITHI-Score: je hoher, desto starker die Peptid-HLA-A*0201-Bindung (max. Score = 36)

** Erhéhung der Fluoreszensintensitat im Vergleich zu T2-Zellen ohne Peptid

Tab. 4.2.1. Charakterisierung der IE-Peptide, Score nach SYFPEITHI und Erhéhung der HLA-
A*0201-Stabilisierung.

4.2.3. Verbesserung der Peptid-Vorhersage mit dem PAProC-Programm

Um die Vorhersage fir MHC Klasse I-bindende Peptide weiter zu verbessern und
eine Vorstellung davon zu bekommen, ob die mittels des SYFPEITHI-Programms
vorhergesagten Liganden tatsachlich auch in vivo produziert, d.h. vom Proteasom
geschnitten werden konnen, wurde die Generierung der C-Termini der Liganden mit
Hilfe der neuesten PAProC-Version vorhergesagt (Prediction Algorithm for
Proteasomal Cleavages, www.paproc.de) (Nussbaum et al., 2001). Der Algorithmus
dieses Programms wurde anhand der Schnittstellen im Modell-Substrat Enolase
(Toes et al., 2001) durch das konstitutive Proteasom oder das Immunproteasom

gemal einer klrzlich publizierten Methode ermittelt (Kuttler et al., 2000).

Die Test-Sequenz (298 Aminosauren lang) enthielt alle 8 vorhergesagten MHC
Klasse | Peptide (Tab. 4.2.1), N- und C-terminal jeweils von mindestens 10
Aminosauren der naturlichen Sequenz flankiert. Mit diesen Einstellungen ermittelte
der Algorithmus fir das konstitutive Proteasom (c20S) 98 Schnitte in der Test-

Sequenz, die beiden Algorithmen fur das Immunproteasom (basierend auf zwei
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unabhangigen Sets von Trainingsdaten) sagten 118 (i20S1) bzw. 64 (i20S2)
Schnittstellen voraus.

Um schwache Schnittstellen auszuschlieRen und den Vergleich zwischen den
verschiedenen Algorithmen zu erleichtern, wurde die Anzahl berucksichtigter
Schnitte auf bestimmte Werte festgelegt (64, 40 und 20 Schnitte).

Die C-termini von 3 der 4 am besten bindenden Peptide wurden mit dem Algorithmus
fur das konstitutive Proteasom nicht als Schnittstellen vorhergesagt. Hingegen
wurden die C-termini von 3 dieser 4 Peptide als klare Schnittstellen des
Immunproteasoms ermittelt (strong cut bzw. very strong cut, siehe Tabelle 4.2.2.).
Am deutlichsten wurde dabei der C-terminus des Peptides VLEETSVML als
Schnittstelle von beiden Immunproteasom-Algorithmen vorhergesagt. Diese
dominante Schnittstelle wurde zusatzlich durch einen in vitro Verdau des Test-
Peptides durch das aufgereinigte Immunproteasom bestéatigt. Das konstitutive
Proteasom verursachte, wie mittels PAProC vorhergesagt, keine Schnittstelle.

Somit wurde durch Kombination der beiden Vorhersage-Programme SYFPEITHI und
PAProC mit zusatzlicher Analyse im Peptidbindungsassay das Peptid VLEETSVML
klar als das CTL-Epitop vorhergesagt, das in vivo wahrend einer Immunreaktion
(aktives Immunproteasom) am wahrscheinlichsten geschnitten, prasentiert und von
CMV-spezifischen T-Zellen erkannt wird.

Mit einer ahnlichen Strategie wurden kurzlich auch HLA-B27 restringierte bakterielle

Peptide vorhergesagt (Kuon et al., 2001).
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| Peptid | Position | | Aminosiuresequenz | Score PAProC* % FI |
c20S [i20S1 | i20S2

A2 495-503 | pp65 NLVPMVATV 30 +++ |+t ++ 99.5
328 81-89 IE1 VLAELVKQI 27 - + ++++ | 304
307 297-305 | IE1 TMYGGISLL 27 + ++ - 60.8
285 256-264 | IE1 ILDEERDKV 26 - - +++ | 45.5
308 49-58 IE1 SLGDPLFPEL 26 + i+ | At 7.7
331 304-312 | IE1 LLSEFCRVL 25 - ++ |+t | 732
311 329-338 | IE1 LITKPEVISV 25 +++ - - 9.4
314 354-363 | IE1 YILGADPLRV 25 it |+ ++ 14.9
324 316-324 | IE1 VLEETSVML 24 - ++++ | ++++ | 40.9

* Ergebnisse der PAProC-Vorhersage

c20S: konstitutives Proteasom,

i20S1 und i20S2: Immunproteasom

- no C-terminal cleavage predicted in the default setting

+ C-terminus only cleaved in the default setting (>64 cuts allowed) = weak cut

++ C-terminus cleaved within 64 allowed cuts (and not any more within 40 cuts) = medium
strength cut

+++ C-terminus cleaved within 40 allowed cuts = strong cut

++++ C-terminus cleaved within 20 allowed cuts = very strong cut

Tab. 4.2.2. PAProC-Vorhersage fir die synthetisierten IE1-Peptide.

4.2.4. Nachweis einer HCMV IE1 Peptid-spezifischen T-Zell-Antwort in HCMV-

seropositiven Blutspendern

In einer ersten Analyse wurde mittels intrazellularem IFN-y Assay das Blut gesunder,
HCMV-seropositiver Spender auf das Vorhandensein von CD8+ T-Zellen, die sich
gegen das vorhergesagte IE1-Peptid VLEETSVML richten, getestet. In 3 von 12
HLA-A*0201 positiven Spendern waren VLEETSVML-spezifische T-Zellen
nachweisbar mit einer mittleren Frequenz von 0.4% (0.2% - 1.6%) aller CD3+/CD8+
T-Zellen. In HCMV-negativen Donoren konnten keine IE1 Peptid-spezifischen T-

Zellen nachgewiesen werden (Frequenz <0.1%, n=3).

Um die Frequenz NLVPMVATV- und VLEETSVML-spezifischer CTLs in HLA-A*0201
positiven, gesunden Spendern zu vergleichen, wurden die PBMCs von 24 Donoren
mittels Tetramer-Farbung analysiert. HCMV/pp65-spezifische CTLs waren dabei in
18 der 24 Spender mit einer mittleren Frequenz von 0.58% (<0.1% - 4.7%) aller
CD8+ T-Zellen nachweisbar, |IE1-spezifische T-Zellen konnten in 5 der 24 Spender

mit einer mittleren Frequenz von 2.1% (<0.1% - 4.3%) nachgewiesen werden (Abb.
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4.2.1.). Obwohl also IE1- und pp65-spezifische CTLs in vergleichbaren Frequenzen
zu finden waren, zeigten mehr Spender eine CTL-Antwort gegen das pp65-Peptid.
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Abb. 4.2.1. Tetramer-FACS der PBMCs von zwei gesunden, HLA-A*0201 CMV-positiven Donoren.
Die Tetramere waren komplexiert mit dem pp65-Peptid NLVPMVATV oder dem IE1-Peptid
VLEETSVML.

4.2.5. Rekonstitution pp65 und IE1 Peptid-spezifischer T-Zellen nach allogener

Stammzelltransplantation

Zuletzt wurde die Rekonstitution HCMV-Peptid-spezifischer CTLs bei Patienten nach
allogener Stammzelltransplantation untersucht. Wie aus friheren Untersuchungen
bekannt ist (Hebart et al., 2002), zeigt die Mehrheit der Patienten eine solche
Rekonstitution ab ungefahr Tag 100 nach Transplantation, weshalb nur Proben von
spateren Zeitpunkten analysiert wurden.

An Tag 2100 nach Transplantation wurden in 10 von 11 Patientenproben HCMV
NLVPMVATV-spezifische CTLs gefunden, wahrend VLEETSVML-spezifische CTLs
in 3 der 11 Patienten detektierbar waren (P=0.014, McNemar's test) (Tab. 4.2.3.).

Ein Patient mit einer dominanten pp65 Peptid-spezifischen CTL-Antwort nach einer
ersten Transplantation zeigte 5 Monate nach einer zweiten Transplantation

desselben Donors eine massive Expansion |E1 Peptid-spezifischer CTLs (Tab.
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4.2.3., Pat. 4: Analyse mittels intrazellularem IFN-y Staining; Abb. 4.2.2.: Analyse
mittels Tetramer staining).

Die durchschnittiche Dauer der HCMV-DNAemie vor Tag 100 war bei den 3
Patienten, bei denen |IE1 VLEETSVML-spezifische CTLs gefunden wurden, kirzer im
Vergleich zu den 8 Patienten, bei denen lediglich pp65 NLVPMVATV-spezifische T-
Zellen rekonstituierten (durchschnittliche Dauer 1 [0-3] Woche(n) versus 8 [0-9]
Wochen, P=0.01, Wilcoxon-Test), und keiner dieser 3 Patienten entwickelte eine
HCMV-Erkrankung.
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Abb. 4.2.2. Tetramer FACS der PBMCs eines Patienten, 81 und 340 Tage nach Transplantation. Die
Tetramere waren komplexiert mit dem pp65-Peptid NLVPMVATV oder dem IE1-Peptid VLEETSVML.
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pp65 1E1
HOMV- HCMV Infektion NLVPMVATV- VLEETSVML-
Pat. Donor Serologie® cGVHD CMV- spez. CTLs” spez. CTLs”
DIR Daver max. Virus- Erkrankung o o
[Wochen]” o ; :,t/m,] [%] [l [%]  [n/ul]
1 Sibl.t +/+ Lim 3 3240 - 0.8 3 <0.1 -
2 Sibl. +/+ - 0 <400 - 0.75 7.6 0.26 2.6
3 Sibl* +/+ Lim 8 56900 spéte IP 0.9 7.6 <0.1 -
4 Sibl. +/+ Lim 3 3610 - 2 15.1 3.04 22.9
5% Sibl. +/+ Lim 0 negativ - 2.2 2.4 <0.1 -
6 MuD’ +/+ Lim 2 <400 spéte IP 77 358  <0.1 -
7  MUD +/- Lim 8 11300 - 2.2 54 <0.1 -
8 MUD' -/+ Lim 8 50400 spéte IP <0.1 - <0.1 -
9 MM* +/+ Ext 9 n.d. - 11.6 52.5 <0.1 -
10 MM +/- Lim 0 negativ - 0.27 0.07 0.53 0.14
11 MM +/+ Lim 9 n.d. - 1.3 6.22 <0.1 -

a) HCMV-Serologie bestimmt mittels ELISA; D: Stammzell-Donor; R: Stammzell-Empfanger
b) Anzahl an Wochen, wahrend der vor Tag 100 nach Transplantation eine Viramie bestand.
Bestimmung mittels in-house PCR Methode. Die Quantifizierung der Virus-Last erfolgte mittels
COBAS Amplicor HCMV Monitor (Roche Diagnostics). Angegeben ist die maximale Virus-Last vor
Tag 100 nach Transplantation.
c¢) Maximale Anzahl an CTLs zu irgendeinem Zeitpunkt 2100 Tage nach Transplantation. Die
Analyse erfolgte mittels Tetramer-FACS (n=5, Pat. 1, 3, 5, 7, 11) oder intrazellularem IFN-y
Nachweis nach Peptid-stimulation (n=6, Pat. 2, 4, 6, 8-10).
* Patienten erhielten CD34-selektionierte Stammzellen (Anreicherung mittels CliniMACS, Miltenyi)
T Patienten erhielten nicht-myeloablative Konditionierung
* Dieser Patient erhielt Spender-Lymphozyten aufgrund eines Ruckfalls der malignen
Grunderkrankung, entwickelte eine schwere graft-versus-host Erkrankung, die mit Kortikoiden und
OKT3 behandelt wurde, und verstarb schlie3lich an einer HCMV-induzierten Pneumonie
§ Analyse erfolgte bereits an Tag 64 nach Transplantation

Pat.=Patient; cGvHD=chronische graft-versus-host Erkrankung; Lim=limited; Ext=extensive;
Sibl.=HLA-identischer Geschwister-Spender; MM=HLA-nicht-identischer Familien-Spender;
MUD=HLA-identischer nicht-verwandter Spender; IP=interstitielle Pneumonie; n.d.=nicht gemacht

Tab. 4.2.3. HCMV/pp65- und IE1-spezifische Immunrekonstitution von 11 Patienten an Tag >100 nach
allogener SCT.
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4.3. Generierunqg von HCMV/IE1 Peptid-spezifischen T-Zelllinien

HCVM-spezifische Klone wurden erfolgreich eingesetzt, um Patienten nach allogener
SCT vor dem Auftreten einer HCMV-Erkrankung zu schitzen (Riddell et al., 1992;
Walter et al., 1995). Da die Generierung der transfundierten Klone meist mit HCMV-
infizierten Antigen-prasentierenden Zellen erfolgte und das immundominante Antigen
pp65 die Prozessierung und Prasentation von IE1 blockiert (Gilbert et al., 1996),
waren die Klone fast ausschlieldlich gegen pp65 gerichtet. Da aber, wie oben gezeigt,
sowohl in Gesunden wie auch in Patienten nach allogener SCT IE1-spezifische T-
Zellen vorhanden sind, scheint auch das IE1-Protein ein erfolgsversprechendes Ziel
der HCMV-spezifischen adoptiven T-Zelltherapie zu sein. Im Folgenden wurde daher

versucht, HCMV/IE1-spezifische CTLs zu generieren.

Dazu wurden 1x10® PBMCs aus Buffy coats von 14 gesunden, HLA-A*0201 CMV-
seropositiven Blutspender isoliert und mit dem HLA-A*0201-Peptid VLEETSVML
stimuliert. Die Anreicherung der IFN-y sezernierenden Zellen erfolgte mit dem IFN-y-
Secretion Assay nach dem Labor-Protokoll, die Expansion der Zellen Uber 2-4
Wochen mit allogenen, gepoolten und bestrahlten PBMCs als Feeder-Zellen in
RPMI/10% FCS mit 50 IU/ml IL-2. Die Frequenz der Peptid-spezifischen CD8+
Lymphozyten wurde mittels Tetramer-FACS-Analyse sowohl in den PBMCs als auch

in den angereicherten und expandierten Zellen bestimmt.

In den PBMCs von 4 der 14 Spendern konnten VLEETSVML-spezifische CTLs
mittels Tetramer-FACS nachgewiesen werden (0.1% - 4.3%), wahrend in den
PBMCs aller Ubrigen Spendern keine VLEETSVML-spezifischen CTLs detektierbar
waren (<0.1%). Der IFN-y Secretion Assay wurde mit den PBMCs aller 14 Spender
durchgefuhrt, jedoch konnten nur von den 4 Spendern mit detektierbarer IE1 Peptid-
spezifischer Vorlaufer-Frequenz CTLs generiert werden. Die Expansionsrate war
vergleichbar mit der mittels IFN-y Secretion Assay generierten NLVPMVATV-
spezifischen CTLs (4.1.1.), die Peptidspezifitdt der isolierten und expandierten CTLs
lag nach 2-4 Wochen zwischen 42.6% und 98.6% (Abb. 4.3.1.).
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Abb. 4.3.1. Tetramer FACS der PBMCs und CTLs (9, 14 und 21 Tage nach IFN-y Secretion Assay)
eines HLA-A*0201, HCMV-seropositiven Spenders. Die Tetramere waren komplexiert mit dem pp65-
Peptid NLVPMVATYV (Negativ-Kontrolle) oder dem IE1-Peptid VLEETSVML.
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4.4. Generierung von CD4+ und CD8+ HCMV-spezifischen T-Zelllinien fiir den

klinischen Einsatz

Im nachsten Schritt wurde ein Protokoll erarbeitet, das die Generierung CD4+ und
CD8+ HCMV-spezifischer T-Zelllinien fur den klinischen Einsatz ermoglicht (Abb.
4.4.1.). 8 gesunden HLA-A*0201 und/oder HLA-B7 positiven Blutspendern wurden
360 ml Heparinblut zur PBMC-Isolierung und 140 ml Vollblut zur Serumgewinnung
entnommen. 2x10% - 4x108 PBMCs wurden mit HLA-restringierten Peptiden (HLA-A2:
Pp65495.503  (NLVPMVATV),  1Esi.324 (VLEETSVML); HLA-B7: pp65417.425
(TPRVTGGGAM)) und CMV-Lysat fur 16 h stimuliert. AnschlieBend wurden die
CMV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen mittels IFN-y Secretion Assay nach dem
klinischen Protokoll (3.2.1.) isoliert und uber mehrere Tage mit autologen Feeder-
Zellen und autologem Serum expandiert. Die Charakterisierung der generierten
Zellen erfolgte mittels Tetramer-FACS, intrazellularem IFN-y Nachweis,

Proliferationsassay, Zytotoxizitatsassay und MLC.
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Abb. 4.4.1. Protokoll zur Generierung und Charakterisierung CD4+ und CD8+ HCMV-spezifischer T-

Zellen fur den klinischen Einsatz.



58 Ergebnisse

4.4.1. Isolation und Expansion der CMV-spezifischen T-Zellen

Nach Stimulation von 2x10® - 4x10® PBMCs mit HLA-restringierten Peptiden und
CMV-Lysat wurden mittles IFN-y Secretion Assay im Durchschnitt 3.0x10° (2x10° -
1x107) IFN-y sezernierende Zellen isoliert, die nach 7 Tagen zu 4.6x10” (7x10° -
2.4x10%) und nach 10 bzw. 11 Tagen zu 4.6x10® (8.4x10” - 2.2x10° ; n=6) Zellen
expandierten (Tab. 4.4.1. und Abb. 4.4.2.).

Zellzahl, in  Zellzahl Zellzahl Zellzahl
Donor HLA - A/ HLA - B Secretion- direkt qach nach 7 nach 10/11
assay Secretion- Tagen Tagen
eingesetzt assay Expansion  Expansion
LSA2 A2/A68/B51/B65 4x10®° 3.0x10° 6.5x107 n.b.
LSA4 A2/ A32/B44 3x10% 5.0x10% 4.2x107 2.1x108
LSA5 A2 /B44 /B18 4x10%  1.0x10° 2.3x107 1.0 x 108

LSA6  A2/A23/B8/B44 3x10°  09x10° 0.7x10"  0.8x10°
LSA7 A2/A11/B51/B62 3x10® 13x10° 45x10°  1.0x10®
LSA8  A2/A3/B7/B8 4x10® 25x10° 36x10" 10.2x10%
LSA9  A2/A3/B7/B27 3x10®  10x10°  24x10" 21.6x10°

LSA10 A3/ B7 2x10%  0.2x10° 1.0x107 1.0 x 108

* Zellzahl nach 13 Tagen Expansion

n.b.= nicht bestimmt

Tab. 4.4.1. HLA-A / HLA-B der Donoren; Zellzahlen vor Secretion Assay, direkt nach Secretion Assay

und nach 7, sowie 10 bzw. 11 Tagen Expansion.
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Abb. 4.4.2. Expansion der Zellen nach Isolation Gber 10/11 Tage

4.4.2. Frequenz CMV Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen (Tetramer FACS)

Die Frequenz CMV Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen wurde mittels Tetramer-
FACS-Analyse (3.3.2.) sowohl in den PBMCs als auch in den isolierten Zellen nach 7
tagiger Expansion bestimmt. Die Analyse der PBMCs der 7 HLA-A*0201 positiven
Donoren zeigte, da® im Durchschnitt 0.82% (<0.1% - 2.85%) der CD3+/CD8+
Lymphozyten positiv fur das HLA-A*0201/pp65495.503 Tetramer und 1.65% (<0.1% -
6.45%) fir das HLA-A*0201/IE316.324 Tetramer waren. Nach Anreicherung und 7
Tagen Expansion waren 35.7% (3.78% - 92.39%) bzw. 18.2% (<0.1% - 66.61%) der
CD3+/CD8+ Lymphozyten positiv fur das HLA-A*0201/pp65495.503 Tetramer bzw. fur
das HLA-A*0201/IE316.324 Tetramer (Abb. 4.4.3. und Abb. 4.4.4.). Die Tetramer-
Frequenz flir das B7-Epitop lag bei den drei HLA-B7 positiven Donoren (LSA8, LSA9
und LSA10) zwischen <0.1% und 3.70% (PBMCs) und nach 7 tagiger Expansion
zwischen 7.38% und 59.13% (Abb. 4.4.4.). Obwohl in 3 Donoren keine Tetramer-
positiven Zellen fur die getesteten Epitope detektiert werden konnten (Frequenz

<0.1%), waren nach Anreicherung und Expansion T-Zellen gegen diese Peptide in
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zum Teil hohen Frequenzen (bis 59% Tetramer-positive CD3+/CD8+ T-Zellen, LSA8)

nachweisbar. In 4 von 5 Donoren, die fur mindestens 2 der gestesteten Epitope eine

Tetramer-Frequenz > 0.1% in den PBMCs aufwiesen, blieb das relative Verhaltnis

der Frequenzen zwischen den Peptid-spezifischen T-Zellen Uber die Anreicherungs-

und Expansionszeit stabil.
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Abb. 4.4.3. Tetramer-FACS der PBMCs und der Uber 7 Tage expandierten Zellen eines Donors
(LSA4). Die Tetramere waren komplexiert mit den Peptiden NLVPMVATYV aus pp65 und VLEETSMVL

aus dem IE1-Antigen.
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Abb. 4.4.4. Die Diagramme zeigen die Tetramer-Frequenzen aller 8 Donoren vor Anreicherung (d0)

und an Tag 7 nach lIsolation (d7). Die Tetramere waren komplexiert mit den Peptiden NLVPMVATV
(o), VLEETSMVL (-m—) und TPRVTGGGAM (- A-).
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4.4.3. Frequenz CMV-spezifischer CD4+ und CD8+ T-Zellen (IFN-y Nachweis)

Die weitere Charakterisierung der CMV-spezifischen T-Zellen erfolgte mittels
intrazellularem IFN-y Nachweis (3.3.3.). Damit konnten neben den CMV-spezifischen
CD8+ T-Zellen (Stimulation mit Peptid) auch die CMV-spezifischen CD4+ T-Zellen
bestimmt werden (Stimulation mit CMV-Lysat). Die Analyse der PBMCs der 7 HLA-
A*0201 positiven Donoren zeigte, dass im Durchschnitt 0.59% (<0.1% - 3.04%) der
CD8+ Lymphozyten nach Stimulation mit dem Peptid NLVPMVATV IFN-y
produzierten und 0.91% (<0.1% - 5.32%) nach Stimulation mit dem Peptid
VLEETSVML. Nach 7 Tagen Expansion stieg die Spezifitat der CD8+ Lymphozyten
auf 26.9% (3.10% - 60.39%; Peptid NLVPMVATV) bzw. 17.7% (<0.1% - 66.74%;
Peptid VLEETSVML) (Abb. 4.4.5.). Die IFN-y Produktion der CD8+ T-Zellen lag nach
Stimulation mit dem B7-Peptid TPRVTGGGAM bei den HLA-B7 positiven Donoren
zwischen 0.16% und 1.53% vor Isolation und zwischen <0.1% und 16.53% nach
Isolation und Expansion. Der Prozentsatz der IFN-yproduzierenden CD4+
Lymphozyten lag bei 0.57% (0.21% - 2.03%) in den PBMCs und stieg nach
Anreicherung und 7 Tagen Expansion auf 27.35% (15.08% - 50.91%) an.
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Abb. 4.4.5. Intrazellularer IFN-y Nachweis der PBMCs und der Uber 7 Tage expandierten Zellen eines
Donors (LSA4). Die PBMCs wurden mit den Peptiden NLVPMVATYV aus pp65 und VLEETSVML aus
dem IE1-Antigen oder mit CMV-Lysat stimuliert. Die generierten T-Zellen sezernierten IFN-y nach

Stimulation mit den entsprechend Peptid- bzw. Lysat-beladenen autologen DCs.
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Ausgehend vom Prozentsatz |IFN-y produzierender T-Zellen and Tag 7, wurde die
absolute Anzahl CMV-spezifischer T-Zellen in der Startfraktion sowie 10 Tage nach
Anreicherung und Expansion berechnet. Die absolute Anzahl CMV-spezifischer
CD4+ T-Zellen stieg danach im Durchschnitt von 7.3x10° auf 9.0x107, die der CMV-
spezifischen CD8+ T-Zellen von 2.1x10° auf 4.4x10” (Abb. 4.4.6.).

CD4+ Zellen CD8+ Zellen
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Abb. 4.4.6. Die beiden Diagramme zeigen die absoluten Zellzahlen IFN-y produzierender CD4+ bzw.
CD8+ Lymphozyten von 4 Donoren ((LSA2 (m), LSA4 (o), LSA6 (A) and LSA8 (A)) vor Anreicherung
(Tag 0) und nach Anreicherung und 10 bzw. 11 Tagen Expansion (Tag 10/11).

4.4.4. Proliferation der generierten T-Zellen nach Restimulation mit CMV-

Antigen

Zur weiteren Charakterisierung der generierten CD4+ und CD8+ T-Zellen wurde ihre
Fahigkeit zur Proliferation nach Restimulation mit CMV-Antigen in einem CFSE
Proliferationsassay (3.3.5.) getestet. Der Grofteil der isolierten und expandierten
CD4+ und CD8+ T-Zellen durchlief mindestens 3 Teilungen (gemessen als
verminderte Intensitdt des CFSE-Signals), wahrend weniger als 13% der
unselektierten CD4+ T-Zellen bzw. 17% der unselektierten CD8+ T-Zellen desselben
Donors das CFSE verdunnten. Die starke Teilungsaktivitat der generierten T-Zellen
korrelierte mit einem Anstieg der Zellzahl (bis zu 11-fach), wahrend die
unselektionierten PBMCs in der selben Zeit nur marginal expandierten (bis 2.3-fach)
(Abb. 4.4.7.).
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Abb. 4.4.7. Teilungsaktivitat (CFSE-Verdlinnung) und Expansion der PBMCs und der generierten T-
Zellen (CTLs) eines Donors (LSA9) nach Restimulation mit CMV-Lysat gepulsten autologen DCs Uber
7 Tage.

4.4.5. Zytotoxizitat der generierten T-Zellen

Um die Effektor-Funktion der generierten T-Zellen zu testen, wurde in einem Chrom-
release-assay deren Fahigkeit untersucht, CMV-infizierte Fibroblasten und Peptid-
gepulste T2-Zellen zu lysieren (3.3.6.). CMV-inifizierte Fibroblasten wurden von allen
3 getesteten CMV-spezifischen T-Zelllinien lysiert, wahrend nicht-infizierte
Fibroblasten nicht lysiert wurden (Abb. 4.4.8. (A)). Um sagen zu kénnen, ob sowohl
pp65- als auch |E1-spezifische T-Zellen an der Lyse der CMV-inifizierten
Fibroblasten beteiligt sind, wurden T2-Zellen mit beiden Peptiden gepulst und als
Zielzellen eingesetzt. Die T-Zelllinien, die flr beide Peptide hohe Frequenzen an
CD8+ T-Zellen aufwiesen, lysierten auch sowohl die T2-Zellen, die mit dem pp65-
Peptid gepulst als auch die T2-Zellen, die mit dem IE1-Peptid gepulst waren effizient
(Abb. 4.4.8. (B)). Im Gegensatz dazu wurden die IE1-Peptid-gepulsten T2-Zellen
nicht gekillt, wenn die eingesetzte T-Zelllinie keine IE1-Peptid spezifischen CD8+ T-

Zellen enthielt.
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Abb. 4.4.8. (A) Die generierten T-Zellen lysierten CMV-infizierte HLA-A*0201 Fibroblasten effizient
(schwarze Balken), wahrend nicht-infizierte Fibroblasten nicht lysiert wurden (graue Balken). (B)
Zytotoxizitatsassay der generierten T-Zellen gegen Peptid-gepulste T2-Zellen. Die T2-Zellen waren
gepulst mit den Peptiden NLVPMVATYV (schwarze Balken), VLEETSVML (graue Balken), oder einem
irrelevanten Peptid (weisse Balken).

4.4.6. Alloreaktivitat der generierten T-Zellen

Um auszuschlieBen, dass die generierten T-Zellen im potentiellen allogenen
Stammzellempfanger eine GvH-Reaktion auslésen, wurden die CD4+ PBMCs mit
den generierten CD4+ T-Zellen in einer gemischten Lymphozytenreaktion (mixed
lymphocyte culture, MLC) verglichen (3.3.7.). Dazu wurden die CD4+ Zellen der
PBMCs und der generierten T-Zellen mittels Magnet-Beads angereichert und mit
reifen, bestrahlten DCs eines allogenen Blutspenders stimuliert. Als Kontrolle wurden
CD4+ Lymphozyten ohne DCs eingesetzt. Die CD4+ Lymphozyten der PBMCs
zeigten eine starke Proliferation gegen allogene DCs, wogegen die Proliferation der
generierten CD4+ T-Zellen um Uber 95% reduziert war (Abb. 4.4.9.; n=3).
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Abb. 4.4.9. Die CD4+ Lymphozyten von drei Spendern (LSA8: schwarze Balken, LSA7: graue Balken,

LSAS5: weilRe Balken) zeigten in der gemischten Lymphozytenreaktion vor Anreicherung (Tag 0) eine

starke Proliferation. Die Generierten CD4+ Lymphozyten zeigten dagegen nur noch eine minimale

Proliferation (Reduktion um Uber 95%).
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4.5. Optimierung des klinischen Protokolls

Zur weiteren Optimierung des Protokolls fur die Generierung Klinisch einsetzbarer
CMV-spezifischer T-Zellen wurden verschiedene Modifizierungs- und Erweiterungs-
moglichkeiten getestet. So wurden zwei weitere HLA-B*07-Peptide, eines aus pp65
und eines aus dem IE1-Antigen, zur Generierung CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen
eingesetzt. Fur die Generierung CMV-spezifischer CD4+ T-Zellen wurden die

PBMCs mit rekombinantem pp65-Protein stimuliert.

4.5.1. Einsatz von weiteren CMV-Peptiden

Um das Spektrum der CMV-spezifischen CD8+ Immunantwort noch mehr zu
erweitern, wurden fur die Generierung von CMV-spezifischen CD8+ T-Zelllinien zwei
weitere, kulrzlich beschriebene HLA-B*07-restringierte Peptide eingesetzt. 2
gesunden HLA-B*07 positiven Blutspendern wurden 360 ml Heparinblut zur PBMC-
Isolierung und 140 ml Vollblut zur Serumgewinnung entnommen. 2x10® PBMCs
wurden im einen Fall (LSA9b) fir 16 h mit dem HLA-B*07-Peptid RPHERNGVTVL
aus dem CMV-Phosphoprotein pp65 (AS 265-275) stimuliert. Die PBMCs des
zweiten Donors (LSA8c) wurden zusatzlich mit dem HLA-B*07-Pepitd RVLCCYVL
aus dem IE1-Antigen (AS 301-317) stimuliert. AnschlieBend wurden die CMV-
spezifischen CD8+ T-Zellen mittels IFN-y Secretion Assay nach dem Kklinischen
Protokoll (3.2.1.) isoliert und uber mehrere Tage mit autologen Feeder-Zellen und
autologem Serum expandiert. Die Charakterisierung der PBMCs und der generierten
Zellen erfolgte mittels intrazellularem IFN-y Nachweis nach Stimulation mit den

entsprechend Peptid-gepulsten autologen DCs.

Die CD8+ PBMCs von LSA9b zeigten nach Stimulation mit dem IE1-Peptid
RVLCCYVL eine IFN-y Frequenz von 0.26%, nach Anreicherung und Expansion der
stimulierten Zellen Uber 7 Tage waren 2.1% der CD8+ Zellen IFN-y positiv. Die IFN-y
Produktion der CD8+ T-Zellen des Spenders LSA8 lag nach Stimulation mit den
Peptiden RVLCCYVL und RPHERNGVTVL bei 0.93% bzw. 0.17% vor Isolation und
bei 0.19% bzw. 9.78% nach Isolation und Expansion (Abb. 4.5.1.).



Ergebnisse 67

Stimulation mit Peptid RVL Stimulation mit Peptid RPH
g A *
- 0.93% 0.17%
2] o o
o 2 E 2 -
|
==
%g- P ~
- 3 27 =5
vor Isolation e
T
= "2 27
2]
X - =
= T T T T T 2 D I1 2 I3 4 2 D
0 200 400 600 800 1000 10 10 10 10 10 10
FSC-Height
?—
Z
L
21 kE =
0.19% 9.78%
(=
2]
& "’9 J m?—-
531
Tag 7'nach E L N L
Isolation 2o i
o T
= —,C'_ E —,C'_'
2]
= T T T T = T = T
0 20 400 B0 800 OO0 BT 10? T LT 10
FEC-Height
CD8 >

Abb. 4.5.1. Intrazellularer IFN-y Nachweis der PBMCs und der lber 7 Tage expandierten Peptid -
spezifischen T-Zellen eines Donors (LSA8c) nach Stimulation mit den entsprechend Peptid-gepulsten

autologen DCs.
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4.5.2. Generierung von CMV-spezifischen CD4+ T-Zellen mit rekombinantem
CMV/pp65-Protein

Zur Generierung von CMV-spezifischen CD4+ T-Zellen wurde bisher CMV-Lysat
eingesetzt. Dieses besteht allerdings nur zu ca. 10% aus viralen Proteinen und ist in
der Zusammensetzung sehr variabel und schlecht charakterisiert. Der Einsatz eines
solchen Produktes fur den klinischen Einsatz ware somit bedenklich, weshalb nach
einer Alternative zur Generierung von CMV-spezifischen CD4+ T-Zellen gesucht
wurde. Eine Moglichkeit stellt die Aktivierung der CD4+ T-Zellen mit rekombinantem
Protein dar. Im Folgenden wurde ein solcher Ansatz mit rekombinantem CMV/pp65-

Protein gewanhlt.

Da anzunehmen ist, dass das pp65-Protein nicht das einzige immunogene CMV-
Protein darstellt, wurde zunachst untersucht, welcher Prozentsatz einer mittels CMV-
Lysat generierten T-Zelllinie nach Stimulation mit dem pp65-Protein IFN-y sezerniert.
Dazu wurden aus PBMCs eines Spenders, von dem bereits CMV-Lysat-spezifische
T-Zellen vorlagen (LSA9, Tag7), DCs generiert, mit CVM-Lysat (10 pg/ml) bzw.
pp65-Protein (2.5 pg/ml) beladen und zur Stimulation der T-Zelllinie, die nach CMV-
Lysat-Stimulation entsprechend dem klinischen Protokoll generiert wurde, verwendet.
Die Analyse im intrazellularen FACS ergab, dass nur 1.79% der CD4+ T-Zellen nach
Stimulation mit dem pp65-Protein IFN-y sezernierten, wahrend 7.38% der CD4+ T-
Zellen CMV-Lysat-spezfisch waren (Abb. 4.5.2.).

unstimulierte Kontrolle Stimulation mit CMV-Lysat Stimulation mit pp65-Protein

" 0.14% B 7.38% 1.79%
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Abb. 4.5.2. IFN-y Produktion von CMV-Lysat-spezifischen T-Zellen (LSA9, Tag7) nach Stimulation mit
DCs, die entweder mit CMV-Lysat oder mit CMV/pp65-Protein beladen waren.
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Im nachsten Schritt wurden CMV-spezifische CD4+ und CD8+ T-Zelllinien mit
verschiedenen Peptiden und CMV/pp65-Protein generiert. 2 gesunden CMV-
seropositiven Blutspendern wurden 360 ml Heparinblut zur PBMC-Isolierung und 140
ml Vollblut zur Serumgewinnung entnommen. 2x10® - 3x10® PBMCs wurden mit
HLA-restringierten Peptiden und CMV/pp65-Protein (2.5 pg/ml) fur 16 h stimuliert.
AnschlieRend wurden die CMV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen mittels IFN-y-
Secretion Assay nach dem klinischen Protokoll (3.2.1.) isoliert und Uber mehrere
Tage mit autologen Feeder-Zellen und autologem Serum expandiert. Die
Charakterisierung der PBMCs und der generierten CD4+ T-Zellen erfolgte mittels
intrazellularem IFN-y Nachweis nach Stimulation mit CMV/pp65-Protein oder CMV-
Lysat.

Die IFN-y Produktion der CD4+ PBMCs war in beiden Fallen nach Stimulation mit
dem pp65-Protein starker als nach Stimulation mit dem CMV-Lysat (0.36% versus
0.21%, bzw. 0.22% versus 0.19% IFN-y Sekretion). Dieses Ergebnis zeigt, dass bei
diesen beiden Donoren pp65 das Hauptziel der CMV-spezifischen CD4+
Immunantwort darstellt.

Die generierten CD4+ T-Zellen sezernierten an Tag 7 nach Isolation im einen Fall
uber 70% IFN-y nach erneuter Stimulation mit dem pp65-Protein, die INF-y Sekretion
nach Stimulation mit CMV-Lysat lag bei 63.7% (Abb. 4.5.3.). Im zweiten Fall waren
nach 7 tagiger Expansion 3.78% der CD4+ Zellen nach Stimulation mit pp65-Protein
und 3.37% der CD4+ Zellen nach Stimulation mit CMV-Lysat IFN-y positiv.
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Abb. 4.5.3. Intrazelluldrer IFN-y Nachweis der PBMCs und der Uber 7 Tage expandierten CMV/pp65-
Protein-spezifischen T-Zellen eines Donors nach Stimulation mit CMV-Lysat bzw. mit CMV/pp65-

Protein.
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4.6. Generierung HCMV-spezifischer T-Zellen von CMV-seronegativen Donoren

CMV-negative Donoren besitzen keine oder nur in ausserst geringer Anzahl
Vorlauferzellen. Im Folgenden wurde versucht, aus PBMCs CMV-seronegativer
Donoren CMV-spezifische T-Zellen zu generieren. Dazu wurden 1x10® PBMCs aus
Buffy coats von 3 gesunden, HLA-A*0201 CMV-seronegativen Blutspender isoliert
und mit CMV-Lysat stimuliert. Die Anreicherung der IFN-y sezernierenden Zellen
erfolgte mit dem IFN-y Secretion Assay nach dem Labor-Protokoll, die Expansion der
Zellen mit allogenen, gepoolten und bestrahlten PBMCs als Feeder-Zellen in
RPMI/10% FCS mit 50 IU/ml IL-2. Zwar expandierten nach Anreicherung in allen drei
Fallen Zellen innerhalb kurzer Zeit zu groRen Zellzahlen (bis 9x10” an Tag 14 nach
Secretion Assay), die Zellen sezernierten aber allesamt kein IFN-y nach Stimulation
mit dem CMV-Lysat (Analyse mittels intrazellularem FACS).

Die Generierung CMV-spezifischer T-Zellen aus dem Blut CMV-seronegativer
Donoren war also mit der Methode des IFN-y Secretion Assay mit anschlieRender

Expansion nicht moglich.
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4.7. Generierung von EBV Peptid-spezifischen T-Zelllinien

4.7.1. Generierung von LMP2 und BMLF1 EBV Peptid-spezifischen T-Zelllinien

Um zu untersuchen, ob und inwieweit sich die entwickelte Strategie der Generierung
CMV-spezifischer T-Zellen auch zur Generierung von EBV-spezifischen T-Zellen
einsetzen lasst, wurden zunachst CD8+ T-Zelllinien generiert, die sich gegen die gut
beschriebenen HLA-A*0201-Peptide CLGGLLTMV aus dem latenten Membran-
protein 2 (LMP2) (Lee et al., 1993) und GLCTLVAML aus dem frahen lytischen
Protein BMLF1 (Steven et al., 1997) richten.

Dazu wurden 1x10® PBMCs aus Buffy coats von drei gesunden, HLA-A*0201
positiven Blutspendern isoliert und mit den beiden HLA-A*0201-Peptiden
CLGGLLTMV und GLCTLVAML stimuliert. Die Anreicherung der IFN-y
sezernierenden Zellen erfolgte mit dem IFN-y Secretion Assay nach dem Labor-
Protokoll, die Expansion der Zellen uber 14 bzw. 15 Tage mit allogenen, gepoolten
und bestrahlten PBMCs als Feeder-Zellen in RPMI mit 10% Humanserum und 50
IU/ml IL-2. Die Frequenz der Peptid-spezifischen CD8+ Lymphozyten wurde mittels
Tetramer-FACS-Analyse sowohl in den PBMCs als auch in den angereicherten und
expandierten Zellen bestimmt. Die Analyse der Funktionalitat der generierten T-

Zellen erfolgte mittels IFN-y Nachweis (nach Peptidstimulation).

Die mit dem IFN-y Secretion Assay angereicherten 1x10° - 2x10° Zellen expandierten
innerhalb von 14 bzw. 15 Tagen zu durchschnittlich 2.3x10” (2.5x10° - 5x10") Zellen,
und obwohl die PBMCs aller drei Donoren weder im Tetramer-FACS noch im
intrazellularen IFN-y Nachweis fur eines der beiden Peptide spezifisch waren
(Frequenz <0.1%), zeigten die isolierten und expandierten Zellen eine hohe
Peptidspezifitat fur zumindest eines der beiden Peptide. So waren zwei der drei T-
Zelllinien vor allem spezifisch fur das Peptid CLGGLLTMV (94.24% und 83.76%
Tetramer-positive CD3+/CD8+ T-Zellen, bzw. 25.5% und 24.36% IFN-y-positive
CD8+ T-Zellen nach Peptid-Stimulation), wahrend  die Spezifitat fur das Peptid
GLCTLVAML eher gering war (0.42% und 1.50% Tetramer-positive CD3+/CD8+ T-
Zellen, bzw. 0.11% und 3.31% IFN-y-positive CD8+ T-Zellen nach Peptid-
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Stimulation) (Abb. 4.7.1.). Die dritte T-Zelllinie war hingegen vor allem GLCTLVAML-
spezifisch (30.48% Tetramer-positive CD3+/CD8+ T-Zellen, bzw. 3.04% IFN-y-
positive CD8+ T-Zellen nach Peptid-Stimulation), die CLGGLLTMV-Spezifitat war
dafur weniger ausgepragt (7.61% Tetramer-positive CD3+/CD8+ T-Zellen, bzw.
3.12% IFN-y-positive CD8+ T-Zellen nach Peptid-Stimulation).
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Abb. 4.7.1. Tetramer-FACS der PBMCs und der Uber 14 Tage expandierten Zellen eines Donors

(ESA1). Die Tetramere waren komplexiert mit den Peptiden CLGGLLTMV (CLG) und GLCTLVAML
(GLC).

Die eine Zelllinie mit vorwiegend CLGGLLTMV-spezifischen T-Zellen (83.76%
Tetramer-positive CD3+/CD8+ T-Zellen, gegenuber 1.50% GLCTLVAML-Tetramer-
positiven CD3+/CD8+ T-Zellen) wurde im Zytotoxizitatsassay gegen Peptid-gepulste
Hodgkin-Zellen (HD-MYZ) getestet. Bei einem Effektor-Target-Verhaltnis von 30:1
wurden 40.9% der CLGGLLTMV-gepulsten und 19.1% der GLCTLVAML-gepulsten
HD-MYZ-Zellen lysiert. Von den HD-MYZ-Zellen ohne Peptid wurden lediglich 5.3%
lysiert.

v
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4.7.2. Generierung von LMP1 Peptid-spezifischen T-Zelllinien

Schliesslich wurden CD8+ T-Zelllinien generiert, die sich gegen die Peptide
YLQQNWWTL und/oder YLLEMLWRL aus dem subdominanten latenten
Membranprotein 1 (LMP1) (Khanna et al., 1998) richten.

1x10® PBMCs aus Buffy coats von drei gesunden, HLA-A*0201 positiven
Blutspendern wurden mit den beiden HLA-A*0201-Peptiden YLLEMLWRL und
YLQQNWWTL stimuliert. Die Anreicherung der IFN-y sezernierenden Zellen erfolgte
mit dem IFN-y Secretion Assay nach dem Labor-Protokoll, die Expansion der Zellen
uber 19 bzw. 20 Tage mit allogenen, gepoolten und bestrahlten PBMCs als Feeder-
Zellen in RPMI mit 10% Humanserum und 50 IU/ml IL-2. Die Frequenz der Peptid-
spezifischen CD8+ Lymphozyten wurde mittels Tetramer-FACS-Analyse sowohl in

den PBMCs als auch in den angereicherten und expandierten Zellen bestimmt.

Die mittels IFN-y Secretion Assay isolierten Zellen expandierten innerhalb von 19
bzw. 20 Tagen lediglich zu 1.1x10° Zellen (2x10° - 2.5x10°), waren aber spezifisch
fur das Peptid YLLEMLWRL. So waren 89.8% (78.7% - 92.6%) der generierten
CD3+/CD8+ T-Zellen positiv fir das YLLEMLWRL-Tetramer, YLQQNWWTL-
spezifische T-Zellen konnten in keiner der drei Linien nachgewiesen werden
(Frequenz <0.1%). Die PBMCs aller drei Donoren waren im Tetramer-FACS flr

keines der beiden Peptide spezifisch (Frequenz <0.1%)

Um die Expansionsrate der Zellen zu steigern, wurde versucht, die Zellen direkt nach
Isolation Uber den IFN-y Secretion Assay mit dem ,Rapid expansion protocol“ (REP)
zu vermehren (Riddell und Greenberg, 1990). Diese Methode war jedoch nicht
erfolgreich: Die Zellen expandierten zwar zu hohen Zellzahlen, waren aber
anschlieBend fur keines der zur Stimulation eingesetzten Peptide spezifisch
(Frequenz im Tetramer-FACS <0.1%, n=3).

Erfolgreich hingegen war die Strategie, die mittels IFN-y Secretion Assay
angereicherten Peptid-spezifischen T-Zellen zuerst 10 - 14 Tage lang nach dem

herkdmmlichen Protokoll mit allogenen, gepoolten und bestrahlten PBMCs als



Ergebnisse 75

Feeder-Zellen in RPMI mit 10% Humanserum und 50 IU/ml IL-2 zu expandieren und
erst anschlielend nach dem REP weiter zu vermehren. Die PBMCs wurden dafur
nur mit dem Peptid YLLEMLWRL stimuliert. Nach Isolation und 11 - 14 Tagen
Expansion nach dem herkdmmlichen Protokoll konnten aus den PBMCs drei von drei
Donoren YLLEMLWRL-spezifische T-Zellen generiert werden (87.65% (79.03% -
96.56%) Tetramer-positive CD3+/CD8+ T-Zellen bzw. 49.27% (39.12% - 56.62%)
IFN-y sezernierende CD3+/CD8+ T-Zellen nach Peptid-Stimulation) (Abb. 4.7.2.). Ein
kleiner Teil der Zellen (2x105 - 1.5x106) wurde anschliefend in das REP eingesetzt
und weitere 10 - 13 Tage expandiert. Hochgerechnet auf alle Zellen ergaben sich so
nach insgesamt 24 - 26 Tagen Kultur 2.47x10° (1.98x10°® - 6.28x10°) Zellen, die nach
wie vor spezifisch waren. So waren 70.57% (23.62% - 97.28%) der CD3+/CD8+ T-
Zellen Tetramer-spezifisch, die IFN-y Produktion nach Peptid-Stimulation betrug
48.65% (8.12% - 61.57%) (Abb.4.7.2.). Die generierten Zellen eines Donors wurden
im Zytotoxizitatsassay (Chrom-release assay) auf ihre Funktionalitat Gberprift. Dabei
wurden 38.3% der mit dem Peptid YLLEMLWRL gepulsten HD-MYZ-Zellen lysiert
(E:T 30:1), wahrend die mit dem Kontrollpeptid YLQQNWWTL gepulsten HD-MYZ-

Zellen nur zu 4.8% lysiert wurden.
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Abb. 4.7.2. Tetramer-FACS (A) und intrazellularer IFN-y Nachweis (B) YLLEMLWRL-spezifischer T-

Zellen eines Donors, 14 bzw. 24 Tage nach Isolation. Die Zellen wurden die ersten 14 Tagen nach

dem herkdbmmlichen Protokoll expandiert und anschlieRend 10 Tage mittels ,rapid expansion

protocoll“ weiter vermehrt.



Diskussion 77

5. Diskussion

5.1. Generierung von HCMV/pp65 Peptid-spezifischen T-Zelllinien

In einer ersten Versuchsreihe sollte eine neue Strategie zur Generierung von virus-
spezifischen T-Zellen erarbeitet werden, mit der die Nachteile der bereits
beschriebenen Methoden umgangen werden kénnen. So sollten zur Generierung
keine infektiosen Materialien verwendet werden (Walter et al., 1995; Szmania et al.,
2001) und es sollte innerhalb relativ kurzer Zeit eine fur den adoptiven Transfer
ausreichende Menge virus-spezifischer T-Zellen erzielt werden (Szmania et al.,
2001; Kleihauer et al. 2001; Vannucchi et al., 2001; Peggs et al., 2001; Einsele et al.,
2002).

Die Anreicherung von virus-spezifischen T-Zellen mit dem IFN-y Secretion Assay
(Manz et al., 1995) und die anschlieRende Expansion der isolierten Zellen mit Hilfe
von Feeder-Zellen und IL-2 stellte dafir einen interessanten und

erfolgsversprechenden Ansatz dar.

So gelang es, nach Stimulation von 1x10% - 2x10® PBMCs 10 gesunder, HLA-A*0201
CMV-seropositiver Donoren mit dem dominanten HCMV-Peptid NLVPMVATV
(Diamond et al., 1997), uber den IFN-y Secretion Assay Zellen anzureichern und
diese innerhalb von 17 (8 - 28) Tagen zu einer Zellzahl von >1x10" zu expandieren.
Die Ausgangsfraktion der PBMCs enthielt 0.76% (<0.1% - 3.68%) Peptid-spezifische
CD3+/CD8+ T-Zellen (Tetramer-FACS), die Tetramer-Frequenz der isolierten und
uber 13 - 42 Tage expandierten CD3+/CD8+ T-Zellen lag bei 88.2% (66.2% -
99.3%). Die Funktionalitdt der generierten CD8+ T-Zellen konnte durch IFN-y
Sekretion (88.7% (64.4% - 99.5 %) IFN-ypositive CD8+ T-Zellen nach Peptid-
Stimulation, n=5) und spezifische Lyse von Peptid-gepulsten T2-Zellen (57.5%
(22.2% - 80.7%), n=5) bzw. HCMV-infizierten Fibroblasten (49.1% (35.2% - 66.3%),

n=3) gezeigt werden.

Die gewahlte Strategie zur Generierung von HCMV/pp65 Peptid-spezifischen CTLs
war somit sehr effektiv: Sie erzielte innerhalb kurzer Zeit eine groe Anzahl an
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spezifischen Zellen, die auch uber eine langere Expansionszeit (bis 42 Tage) ihre
Spezifitat und Funktionalitat behielten. Mit kleinen Anderungen des Protokolls wére
ein Einsatz der generierten Zellen flr einen adoptiven Transfer bei HCMV-erkrankten

Patienten nach allogener Stammzelltransplantation moglich.

5.2. Definition eines neuen HLA-A*0201 Peptides aus dem HCMV/IE1-Antigen

Das Phosphoprotein pp65 wurde als Hauptziel der HCMV-spezifischen CTL-Antwort
identifiziert (Wills et al.,1996; Longmate et al., 2001; Mc Laughlin-Taylor et al., 1994)
und die meisten HCMV Peptid-Epitope, die definiert wurden, stammen aus pp65. In
letzter Zeit wurden aber bei einigen Donoren auch die Proteine IE1, pp150 und gB
als dominante Ziele einer HCMV-spezfischen CTL-Antwort beschrieben (Gyulai et
al., 2000; Kern et al., 1999; Tabi et al., 2001; Retiere et al., 2000; Khan et al., 2002).
Um das Spektrum der CMV-spezifischen MHC Klasse |-Immunantwort zu erweitern,
ist es daher winschenswert, spezifische CD8+ T-Zellen auch gegen diese Antigene

generieren zu kdnnen.

Ziel war es zunachst, ein HLA-A*0201-Peptid-Epitop aus dem HCMV/IE1-Antigen zu
definieren, das bei Gesunden wie auch bei Patienten nach allogener

Stammzelltransplantation von spezifischen CD8+ T-Zellen erkannt wird.

In den letzten Jahren konnte die l|dentifizierung von bisher unbekannten viralen
Peptid-Epitopen durch die Vorhersage von Peptiden hinsichtlich ihres MHC Klasse |-
Motivs wesentlich verbessert werden (Solache et al., 1999; Hebart et al. 2002;
Rammensee et al., 1999; Kern et al., 1998; Kern et al., 2000). Ob die Peptide, die an
die MHC Klasse |-Molekile binden, allerdings von der Zelle tatsachlich effizient
prozessiert werden, ist damit weiterhin nicht geklart (Ayyoub et al., 2002; Valmori et
al., 1999). Basierend auf der Identifizierung der genauen C-Termini von MHC Klasse
I-restringierten Peptiden mittels proteasomalem in vifro Verdau wurde daher eine
neue immunologische Strategie beschrieben, die die Anzahl hochaffiner HLA-A2
Liganden von Tumor-Antigenen deutlich eingrenzt (Ayyoub et al., 2002; Nussbaum et
al., 2001; Kessler et al., 2001).
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Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, brachte die Kombination der Computer-
basierten Epitop-Vorhersage mit der Vorhersage proteasomaler Schnittstellen eine
deutliche Verbesserung fur die ldentifizierung eines moglichen MHC Klasse I-
Liganden aus dem HCMV/IE1-Antigen.

Vier der acht Peptide, die vom SYFPEITHI-Programm als am besten MHC Klasse |-
bindend vorhergesagt wurden, zeigten im Peptidbindungstest eine hohe
Bindungsaffinitat fur das HLA-A*0201-Molekil. Und wahrend der C-Terminus nur
eines dieser vier Peptide vom konstitutiven Proteasom als Schnittstelle vorhergersagt
wurde, wurden die C-Termini von drei der vier Peptide als klare Kandidaten eines
immunproteasomalen Verdaus identifiziert. Wichtiger noch: Beide PAProC
Immunproteasom-Algorithmen identifizierten den C-Terminus des spater definierten
HLA-A*0201 restringierten HCMV/IE1-spezifischen T-Zell Epitops VLEETSVML als
dominante Schnittstelle. Dies zeigt auch, dass die unabhangige Vorhersage von
Schnittstellen, die durch das konstitutive Proteasom und durch das Immun-
proteasom verursacht werden, fur die Identifizierung viraler T-Zell Epitope von
grolkem Vorteil ist.

Mit einer ahnlichen Strategie wurden kurzlich HLA-B27 restringierte Peptide aus
Chlamydia trachomatis definiert (Kuon et al., 2001).

Ein Grund fur die Definition von pp65 als Hauptziel HCMV-spezifischer CTLs, kdnnte
der Einsatz von Fibroblasten gewesen sein, die mit dem Labor-Stamm AD169
infiziert wurden (Wills et al., 1996; Longmate et al., 2000; Mc Laughlin-Taylor et al.,
1994). So konnte einerseits in diesem spezifischen Kultursystem eine
unphysiologische Uberexpression von pp65 vorliegen, andererseits wurde
beschrieben, dass pp65 die Prozessierung und Prasentation von |E1-Peptiden
hemmt (Gilbert et al., 1996).

Die in dieser Arbeit vorliegenden Daten zeigen, auch in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen anderer Publikationen (Gyulai et al., 2000; Kern et al., 1999; Khan et al.,
2002), dass in manchen gesunden HCMV-seropositiven Spendern |IE1 Peptid-
spezifische CD8+ T-Zellen detektierbar sind und zwar in vergleichbaren oder sogar
héheren Frequenzen als pp65 Peptid-spezifische CD8+ T-Zellen. Insgesamt zeigten
aber mehr Spender eine CD8+ T-Zellantwort gegen pp65 (18 von 24) als gegen IE1
(5 von 24).
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Ahnlich sah das Verhéltnis auch in den untersuchten Patientenproben aus, die zu
einem spaten Zeitpunkt nach Transplantation (>Tag 100) enthommen wurden. |E1
Peptid-spezifische T-Zellen waren in drei von elf Patienten nachweisbar, wahrend bei
zehn von elf Patienten pp65 Peptid-spezifische T-Zellen detektierbar waren. Ein
Patient mit einer dominanten pp65 Peptid-spezifischen T-Zellantwort nach der ersten
Transplantation zeigte 5 Monate nach einer zweiten Transplantation eine massive
Expansion von IE1 Peptid-spezifischen T-Zellen. Dies zeigt, dass sich die Spezifitat

der HCMV-spezifischen T-Zellantwort Uber die Zeit auch verandern kann.

Dennoch stellt sich die Frage, warum CMV/IE-spezifische T-Zellen bei manchen
Personen in solch hohen Frequenzen gefunden werden. Es ist denkbar, dass trotz
Beeinflussung der IE-Prasentation durch pp65 in CMV-infizierten Zellen, T-
Zellepitope aus dem IE-Antigen verfugbar sind um CD8+ T-Zellen zu ,primen®. Die
CMV-vermittelte Zelllyse und die Aufnahme von CMV-Proteinen durch unreife DCs
konnte dabei mdglicherweise der Hauptmechanismus fur effizientes ,Priming® einer
T-Zellantwort, spezifisch fir neu synthetisierte Proteine, wie das IE-Protein,
darstellen.

Die Persistenz |E-spezifischer CD8+ T-Zellen auf hohem Niveau konnte durch
periodische CMV-Reaktivierung bedingt sein, was in den vorher latent infizierten
Zellen, wie DCs oder Endothelzellen, zu einer Expression des |IE-Proteins fuhrt, noch
bevor die Expression des spaten Antigens pp65 die IE-Antigenprozessierung
behindert (Toro et al., 1996; Docke et al., 1994).

Es scheint somit plausibel, dass zur Kontrolle der CMV-Reaktivierung CMV/IE-
spezifische T-Zellen wesentlich beitragen. Der Transfer solcher CMV/IE-spezifischer
T-Zellen kombiniert mit CMV/pp65-spezifischen T-Zellen in Patienten nach allogener
Stammzelltransplantation ohne CMV-Viramie konnte daher vorteilhaft sein und
moglicherweise die CMV-Reaktivierung effektiver verhindern als der alleinige

Transfer von CMV/pp65-spezifische T-Zellen.
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5.3. Generierung von HCMV/IE1 Peptid-spezifischen T-Zelllinien

Im nachsten Schritt wurden nun spezifische T-Zellen gegen das neu definierte IE1-
Peptid generiert. Dazu wurde das im ersten Teil dieser Arbeit erarbeitete Protokoll

unter Einsatz des IFN-y Secretion Assay angewendet.

Damit konnten von allen vier Donoren, die eine VLEETSVML-spezifische T-Zell
Frequenz zeigten (>0.1% Tetramer-positive CD3+/CD8+ Lymphozyten) spezifische
T-Zelllinien generiert werden. Wie die pp65 Peptid-spezifischen T-Zellen
expandierten auch die IE1 Peptid-spezifischen T-Zellen innerhalb kurzer Zeit zu
hohen Zellzahlen und waren im Tetramer-FACS nach zwei bis vier Wochen zwischen
42.6% und 98.6% VLEETSVML-spezifisch.

Die Verminderung bzw. Blockierung der IE1-Peptid-Prasentation in HCMV-infizierten
Fibroblasten wurde bereits im letzten Abschnitt angesprochen. Sie hat darlber
hinaus zur Folge, dass fur einen Zytotoxizitatsassay HCMV-infizierte Fibroblasten
keine geeigneten Zielzellen darstellen, weshalb eine Funktionalitatsprifung der

generierten T-Zelllinien nicht mdglich war.
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5.4. Generierung von CD4+ und CD8+ HCMV-spezifischen T-Zelllinien fiir den

klinischen Einsatz

Es wurde schliel3lich eine Strategie erarbeitet, die, unter Berlcksichtigung der bis
dahin erzielten Erfahrungen mit dem IFN-y Secretion Assay, die Generierung CD4+
und CD8+ HCMV-spezifischer T-Zelllinien flr den klinischen Einsatz ermdglicht.

Um eine moglichst breite CMV-Immunantwort zu erhalten, wurde flr die Stimulation
der Zellen neben dem HLA-A2 restringierten pp65-Peptid NLVPMVATYV auch das
neu charakterisierte HLA-A2 IE1-Peptid VLEETSVML, sowie das HLA-B7 pp65-
Peptid TPRVTGGGAM (Wills et al., 1996; Kern et al., 1998) eingesetzt. Um CD4+
CMV-spezifische T-Zellen generieren zu kdnnen, wurden die Zellen zusatzlich mit
CMV-Antigen stimuliert. Die Anreicherung der IFN-y sezernierenden Zellen erfolgte
dann uber das System des CIliniMACS unter Einsatz von Antikorpern, die fur einen
klinischen Einsatz geeignet sind. Fur die anschlieBende Expansion der isolierten
Zellen wurden die allogenen Feeder-Zellen durch autologe Feeder-Zellen ersetzt, als

Mediumzusatz fur die Zellkultur wurde autologes Serum des Spenders verwendet.

Mit diesem Protokoll war es moglich, aus den PBMCs einer 500 ml-Blutspende von
acht zufallig ausgewahlten CMV-seropositiven Donoren innerhalb von zehn Tagen im
Durchschnitt 1.3x108 CMV-spezifische T-Zellen zu generieren. Die generierten T-
Zelllinien waren sowohl CD4+ als auch CD8+ CMV-spezifisch, wie der intrazellulare
IFN-y Nachweis zeigte, und CMV-infizierte Target-Zellen wurden effizient lysiert.
Wichtiger noch: Die generierten CMV-spezifischen T-Zellen stellten keine terminal
differenzierten CD4+ oder CD8+ T-Zellen dar. So fuhrte eine Restimulation der
Zellen mit CMV-Antigen zu mehreren Zellteilungen, wie die Verdinnung des CFSE-
Farbstoffs in den entsprechenden Experimenten zeigte, sowie zu einer
korrespondierenden Expansion der Zellen.

Somit kdnnten die generierten T-Zellen, wenn sie in einen Stammzelltransplantat-
empfanger transferiert wuarden, nach in vivo Stimulation mit CMV-Antigen

prasentierenden Zellen weiter expandieren.

Die Anzahl der CMV-spezifischen T-Zellen, die fur die Pravention und/oder Therapie

eine CMV-Viramie bendtigt werden, sowie deren notwendige Zusammensetzung
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bezuglich des Verhaltnisses von CD4+ T-Zellen zu CD8+ T-Zellen, ist nach wie vor
unklar. So erfolgte die Einfuhrung der CMV-Immuntherapie mittels CD8+ T-Zellen
durch adoptiven Transfer von bis zu 5x10%/m? T-Zellklonen (Riddell et al., 1992). Eine
langer anhaltende Immunitat wurde dabei jedoch nur in Patienten mit endogener
Rekonstitution CMV-spezifischer CD4+ T-Zellen erzielt. Andererseits war der
adoptive Transfer von 1x10° - 5x10° CMV-spezifischen CD4" T-Zellen ausreichend,
eine CMV-Viramie zu beseitigen, allerdings nur bei den Patienten, bei denen eine
endogene CD8+ T-Zellantwort auftrat (Einsele et al., 2002). Der Adoptive Transfer
von 1x107/m? CD4+ und CD8+ EBV-spezifischen T-Zellen in Patienten, die ein T-Zell
depletierendes Transplantationsregime erhalten hatten, fuhrte zu einer lang
anhaltenden Persistenz der transfundierten T-Zellen und verhinderte das Auftreten
einer posttransplantar lymphoproliferativen Erkrankung (PTLD) (Heslop et al., 1996).

Beobachtungen bei Mausen zeigten, dass adoptiv transferierte antigen-spezifische
T-Zellen auch Antigen-unabhanging eine homoostatische Proliferation durchlaufen
und damit das nach allogener Stammzelltransplantation fehlende T-Zellkompartiment
wieder aufflllen (Goldrath and Bevan, 1999). Dieses Prinzip wurde erst kirzlich in
einer klinischen Studie angewendet, indem ex vivo expandierte autologe Tumor-
infiltirierende Lymphozyten in Melanom-Patienten, die vorher eine T-Zell
depletierende Konditionierung mit Fludarabin und Cyclophosphamid erhalten hatten,
transferiert wurden (Dudley et al., 2002). Die Ubertragenen T-Zellen expandierten in
vivo rasch und stellten in manchen Patienten bis zu 80% aller gemessenen CD8+ T-
Zellen im peripheren Blut. Daher konnte der Transfer von virus-spezifischen T-Zellen
zu einem frihen Zeitpunkt in Empfanger eines T-Zell depletierten Stammzell-

transplantats zu einer schnellen Immunrekonstitution fihren.

Durch den Transfer von Zellen, die aus Spenderblut gewonnen wurden, konnten
auch alloreaktive T-Zellen ubertragen werden, die, selbst in geringer Anzahl, eine
schwere oder gar tédliche GvHD auslésen kdnnten, insbesondere, wenn Spender
und Empfanger sich in mehr als einem HLA-Allel unterscheiden. Die extensive
Kultivierung der T-Zellen oder die Generierung von T-Zellklonen konnte zwar
alloreaktive T-Zellen vermeiden, andererseits besteht dann die Gefahr, dass die zu
transferierenden virus-spezifischen T-Zellen schlieldlich nicht mehr teilbar sind. In der
vorliegenden Arbeit wurden die generierten T-Zellen auf mdgliche Alloreaktivitat

untersucht, indem isolierte CD4+ T-Zellen aus der PBMC-Fraktion und der isolierten
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und expandierten Fraktion mit allogenen DCs stimuliert wurden. Es wurden dabei nur
die CD4+ T-Zellen betrachtet, da diese wesentlich potentere Mediatoren einer
Alloreaktivitatsreaktion darstellen als die CD8+ T-Zellen (Johnsen et al., 1992).
Obwohl die eingesetzten allogenen DCs nicht MHC Klasse Il typisiert werden, ist es
doch wahrscheinlich, dass sich die Stimulator- und Effektor-Zellen in mindestens
zwei, moglicherweise in drei MHC Klasse |I-Antigenen unterscheiden.

Bei zwei von drei Spendern war die Alloreaktivitat der generierten CD4+ T-Zellen
stark vermindert, beim dritten Spender um Uber 95% reduziert, verglichen jeweils mit
den angereicherten CD4+ T-Zellen der PBMC-Fraktion.

Andere Gruppen bestimmten die Alloreaktivitat ihrer generierten T-Zelllinien mittels
intrazellularem IFN-y Nachweis (Koehne et al., 2002) oder mit allogenen PHA-
Blasten als Targets in einem Chrom-Release-Assay (Einsele et al.. 2002). In beiden
Fallen wurde mit den entsprechenden Tests eine starke Reduktion der Alloreaktivitat
festgestellt. Dennoch bleibt unklar, welches der beste Assay flr die Untersuchung

der generierten T-Zellen auf eine mogliche Alloreaktivitat darstellt.

In Ubereinstimmung mit anderen Berichten (Gillespie et al., 2002; Topp et al., im
Druck) wurden im peripheren Blut von CMV-seropositiven HLA-A*0201 und/oder
HLA-B*07XX Spendern hohe Frequenzen an CMV/pp65 spezifischen CD8+ T-Zellen
gefunden. Bei den zwei Spendern, die sowohl HLA-A*0201 als auch HLA-B*07XX
exprimieren, zeigte sich eine Dominanz der HLA-B*0702 CTL-Antwort gegenuber der
HLA-A*0201 CTL-Antwort, was auch bereits in friheren Publikationen berichtet
wurde (Hebart et al., 2002; Komanduri et al., 2002; Lacey et al., 2003).

Es zeigte sich auch hier wieder, dass bei einigen Spendern die Frequenz HLA-
A*0201 restringierter CMV/IE spezifischen CD8+ T-Zellen hoher ist als die der HLA-
A*0201 restringierten CMV/pp65 spezifischen CD8+ T-Zellen. Dies unterstreicht noch
einmal die Bedeutung von |E-spezifischen T-Zellen fur einen moglichen adoptiven

Transfer.
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5.5. Optimierung des klinischen Protokolls

Die Optimierung des Protokolls zur Generierung CMV-spezifischer T-Zellen fir den
klinischen Einsatz umfasste zwei wesentliche Punkte: Einerseits wurden zwei weitere
HLA-B*07-Peptide, eines aus pp65 und eines aus dem IE1-Antigen, zur Generierung
CMV-spezifischer CD8+ T-Zellen eingesetzt. Andererseits wurden die PBMCs fur die
Generierung CMV-spezifischer CD4+ T-Zellen mit rekombinantem pp65-Protein

stimuliert.

5.5.1. Einsatz von weiteren CMV-Peptiden

Um das Spektrum der CMV-spezifischen CD8+ Immunantwort noch mehr zu
erweitern, wurden fur die Generierung von CMV-spezifischen CD8+ T-Zelllinien zwei
weitere, karzlich beschriebene HLA-B*07-restringierte Peptide eingesetzt. Auch mit
diesen Peptiden war die Generierung spezifischer CD8+ T-Zellen mdglich, wenn

auch nicht mit ganz so hoher Spezifitat.

Auler fir HLA-A2 und HLA-B7 sind mittlerweile fur eine ganze Reihe weiterer HLA-
Restriktionen (A1, A3, A11, A24, A68, B35, B44) CMV-Peptide beschrieben worden,
gegen die sich eine spezifische T-Zellantwort richtet (Reddehase, 2002). Bei Einsatz
dieser Peptide fur die Generierung von CMV-spezifischen T-Zellen konnten uber
95% der Kaukasier von einer solchen T-Zelltherapie profitieren.

5.5.2. Generierung von CMV-spezifischen CD4+ T-Zellen mit rekombinantem
CMV/pp65-Protein

Die Generierung von CMV-spezifischen CD4+ T-Zellen mit CMV-Lysat stellt fur den
klinischen Einsatz ein Problem dar, da das CMV-Lysat nur zu ca. 10% aus viralen
Proteinen besteht und in seiner Zusammensetzung sehr variabel und zudem
schlecht charakterisiert ist. Daher wurde als Alternative die Aktivierung der CD4+ T-
Zellen mit rekombinantem CMV/pp65-Protein versucht. Zwar sezernierte eine mittels
CMV-Lysat generierte T-Zelllinie nach Stimulation mit dem pp65-Protein deutlich

weniger IFN-y als nach Restimulation mit CMV-Lysat, die beiden Donoren, aus deren
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PBMCs pp65-Protein spezifische T-Zellen generiert wurden, zeigten aber in der
Ausgangsfraktion ein ahnliches, wenn nicht sogar besseres Ansprechen auf das
pp65-Protein als auf CMV-Lysat. In beiden Fallen war die Generierung pp65-
spezifischer T-Zellen moglich, wobei die IFN-y Produktion der isolierten und
expandierten Zellen nach Stimulation mit CMV-Lysat annahernd so hoch war wie
nach Stimulation mit dem pp65-Protein. Dieses Beobachtung steht in Einklang mit
den Ergebnissen einer kurzlich durchgefuhrten Untersuchung (Kern et al., 2002),
wonach sich die Hauptimmunantwort der CMV-spezifischen CD4+ T-Zellen gegen
das pp65-Antigen richtet. So zeigten 63% der getesteten Spender eine messbare
CD4+-Antwort gegen dieses Protein und bei neun getesteten Donoren war die IFN-y
Produktion nach Stimulation mit einem pp65-Peptidpool ahnlich hoch wie nach
Stimulation mit CMV-Lysat derselben Konzentration. Das Verhaltnis der
Immunantwort gegen pp65 und der Immunantwort gegen CMV-Lysat variierte aber
auch hier deutlich zwischen den einzelnen Spendern, was vermuten lasst, dass zwar
bei den meisten Individuen, jedoch nicht in allen, pp65 das Hauptziel der CMV-

spezifischen CD4+-Immunantwort darstellt.

5.6. Generierung von EBV Peptid-spezifischen T-Zelllinien

Die Expression der EBV-Antigene ist bei den einzelnen EBV-assoziierten
Erkrankungen sehr unterschiedlich. So wird beim Burkitt Lymphom als einziges
virales Protein das Epstein-Barr nuclear Ag 1 (EBNA1) exprimiert. Dieses
Expressionsmuster wird Latenztyp | genannt. Beim Latenztyp Il, der beim Hodgkin
Lymphom und beim nasopharyngealen Karzinom vorkommt, werden zusatzlich die
beiden latenten Membranproteine LMP1 und LMP2 exprimiert. Die lytischen Proteine
sowie die Ubrigen EBNAs (EBNA2, 3A und 3C) werden nur bei der posttransplantar
lymphoproliferativen Erkrankung (PTLD), dem Latenztyp Ill, exprimiert.

Die gangigen Protokolle zur Generierung EBV-spezifischer T-Zellen unter Einsatz
von autologen LCLs (Rickinson et al., 1981) oder mittels selektiver Restimulation
(Reali et al., 1996; Morgan et al., 1996) sind nicht dazu geeignet, die gewonnenen
Zellen bei einer EBV-positiven Hodgkin-Erkrankung einzusetzen, da sich die

wenigsten der so generierten T-Zell Klone gegen die erwahnten subdominanten
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Epitope EBNA1, LMP1 und LMP2 richten. Als mogliche Ziele fur adoptiv transferierte
CD8+ T-Zellen bei Hodgkin-Patienten kommen nur LMP1 und LMP2 in Frage, da
EBNA1 wegen seiner Glycin/Alanin Repeat-Sequenz nicht Uber MHC-Klasse |

prasentiert werden kann (Leen et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnten unter Einsatz des IFN-y Secretion Assays sowohl
LMP1- als auch LMP2-Peptid-spezifische CD8+ T-Zellen generiert werden. Obwohl
in den PBMCs von keinem der Spender spezifische T-Zellen fur die getesteten
Peptide detektierbar waren (Frequenz im Tetramer-FACS <0.1%), zeigten die
generierten Zellen im Tetramer-FACS eine hohe Peptid-Spezifitat und lysierten
zudem Peptid-beladene Hodgkin-Zellen. Bei der Generierung der LMP2-spezifischen
CD8+ T-Zellen mit dem herkdmmlichen Expansionsprotokoll wurden zwar nur sehr
geringe Zellzahlen erzielt, dieses Problem lie sich aber durch die Anwendung des
»Rapid expansion protocol“ (REP) beheben, so dass nach insgesamt 24 - 26 Tagen
Kultur im Schnitt 2.47x10° Zellen erhalten wurden, die im Tetramer-FACS bis zu
97.28% Peptid-spezifisch waren. Das LMP1-Peptid YLQQNWWTL erwies sich dabei
als ungeeignet, lediglich gegen das LMP1-Peptid YLLEMLWRL liessen sich

spezifische T-Zellen generieren.

In einem nachsten Schritt muss nun Uberprift werden, ob die generierten EBV-
spezifischen T-Zellen auch natlrlich prozessiertes Antigen erkennen, denn erst dann
koénnten sie in einem moglichen klinischen Protokoll zum Einsatz kommen. Dazu wird
momentan die Hodgkin-Zelllinie HD-MYZ mit LMP1 retroviral transduziert, die dann
als Target in einem Zytotoxizitatsassay eingesetzt wird. Alternativ konnen LMP1-
spezifische T-Zellen dann auch generiert werden, indem die LMP1-transduzierte

Zelllinie zur Stimulation von PBMCs EBV-postiiver Donoren verwendet wird.

Ein Problem bei der Generierung EBV-spezifischer T-Zellen aus Patientenblut konnte
sein, dass einerseits nur eine begrenzte Zellzahl als Ausgangsmaterial zur
Verfligung steht, andererseits wurde beschrieben, dass die Proliferation von CTL-
Linien aus Patientenmaterial wegen suboptimaler Expression der TCR Zeta-Kette
erniedrigt ist (Renner et al., 1996). Die Expansion der T-Zelllinien mittels des REP

konnte sich daher auch in diesen Fallen als \vorteilhaft erweisen.



88 Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die HCMV-Infektion stellt fur Patienten nach allogener Stammzelltransplantation
nach wie vor eine lebensbedrohliche Erkrankung dar. Da die medikamentdse
Behandlung der HCMV-Infektion mit schweren Nebenwirkungen verbunden ist und
zudem immer haufiger von Virustatika-resistenten HCMV-Stammen berichtet wird,
stellt die adoptive Immuntherapie eine wichtige alternative Therapieoption dar.

Die gangigen Protokolle zur Generierung CMV-spezifischer T-Zellen verwenden
vermehrungsfahige Viren oder allogene Zellkulturzusatze, was die Kklinische
Anwendbarkeit der generierten Zellen deutlich einschrankt. Die Expansion der T-
Zellen dauert meistens mehrere Wochen bis Monate. Aullerdem wurden in der
Vergangenheit meist entweder nur CD4+ T-Zellen oder nur CD8+ T-Zellen
eingesetzt, beide sind aber wichtig fur die Effektivitat und langanhaltende Persistenz
der transferierten Zellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Protokoll entwickelt, das die Generierung CMV-
spezifischer CD4+ und CD8+ T-Zelllinien aus einer 500 ml Vollblutspende
ermaoglicht, wobei ausschlieldlich autologe Zell- und Serumkomponenten zum Einsatz
kamen. Nach Stimulation von Spenderlymphozyten mit verschiedenen HLA-
restringierten Peptiden sowie CMV-Antigen und Anreicherung der [FN-y
produzierenden Zellen mittels IFN-y Secretion Assay, konnten in der anschlieRenden
Kultur innerhalb von zehn Tagen eine flr einen Transfer ausreichende Menge an T-
Zellen gewonnen werden. Die generierten T-Zellen waren auch nach der Expansion
hochspezifisch und weiterhin vermehrungsfahig. Die CMV-spezifische Immunantwort
wurde noch erweitert, indem ein neues HLA-A*0201 Peptid aus dem |IE-Antigen von
HCMV definiert wurde, das bei einigen Spendern Ziel einer CMV-spezifischen CD8+
Immunantwort ist und gegen das sich ebenfalls spezifische T-Zellen generieren
liessen. Da der Einsatz von CMV-Lysat fur die klinische Anwendung der generierten
CD4+ T-Zellen problematisch sein konnte, wurde in einem weiteren Schritt
rekombinantes pp65-Protein als alternatives Stimulanz getestet und fur geeignet
befunden. Im letzten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das erarbeitete
Protokoll mit kleinen Anderungen der Expansionsbedingungen auch zur Generierung

von EBV-spezifischen T-Zellen, insbesondere LMP1- und LMP2- Peptid-spezifischen
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T-Zellen, einsetzten lasst. Der Transfer solcher T-Zellen stellt eine wichtige
Therapieoption fur Patienten mit EBV-positivem Hodgkin-Lymphom dar.

Die Spezifitat und mogliche Alloreaktivitat der generierten T-Zellen wurde zwar ex
vivo mit verschiedenen Methoden bestimmt, erst in einer klinischen Studie, die nun
als nachstes ansteht, kann aber letztlich die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit der
generierten und transferierten CD4+ und CD8+ CMV-spezifischen T-Zellen getestet
werden. Das entwickelte Protokoll 1asst sich dabei leicht an die erforderlichen GMP-
Bedingungen anpassen, alle bendtigten Reagenzien stehen in geeigneter Qualitat

zur Verfugung, auch entsprechende Reinraume sind vorhanden.
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Abkulrzungsverzeichnis

8. Abkiirzungsverzeichnis

Antikorper

Antigenprasentierende Zelle (antigen presenting cell)

Bovines Serumalbumin

Cluster of differentiation

Carboxyfluoreszeinsuccimidylester

Zytotoxische T-Zelle (cytotoxic T- lymphocyte)

Dendritische Zelle (dendritic cell)

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Epstein-Barr-Virus

Ethylendiammintetraacetat

Endoplasmatisches Retikulum

Fluoreszenzaktivierter Zellsortierer (fluorescent activated cell sorter)
Fetales Kalberserum (fetal calf serum)

Fluoresceinisothiocyanat
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor

Graft versus host disease

Humanes Cytomegalievirus

Humanes Herpesvirus

Humanes Leukozyten-Antigen

Immediate early

Interferon

Interleukin

Lymphoblastoide Zelllinie (lymphoblastoid cell line)

Latentes Membranprotein

Magnet-assoziierte Zellsortierung (magnetic associated cell sorting)
Haupthistokompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex)
Gemischte Lymphozytenreaktion (mixed lymphocyte culture)
Naturliche Killer

Periphere Blutmononukleare Zelle (periphere blood mononuclear cell)
Phosphatgepufferte Saline (phophate buffered sline)

Phycoerythrin
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PerCP Peridinin Chlorophyllprotein

pp Phosphoprotein

RT Raumtemperatur

SCT Stammezelltransplantation (stem cell transplantation)
Sl Stimulationsindex

TCR T-Zellrezeptor (T-cell receptor)

TNF Tumornekrosefaktor
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