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Einleitung Immunologische Grundlagen 1

1 EINLEITUNG

1.1 Immunologische Grundlagen

Uber 400 Millionen Jahre Evolution haben unser Immunsystem zu dem hochdifferenzierten,
hochkomplexen und hochanpassungsfahigen Abwehrapparat gemachgr unseren Koérper vor

gefahrlichen Fremdomganismen, aber auch vor entartetefeilen unseres Selbst schiitzt.

Dieser Abwehrapparat besteht aus einer Vielzahl von verschiedenartigen Zelltypen, von
einfachen Epithelzellen, die die erste Barriere des Menschen gegentber der Umwelt darstellen

bis zu hoctspezifischen Killern, den zytotoxischen IZellen.

Diese Arbeit beschaftigt sich mitder CD4 TFZellantwort gegen das EpsteirBarr Virus. Aus
diesem Grund wird in der fdgenden Einleitung hauptsachlich auf diesen Zelltyp eingegangen.

1.1.1 T-Zellen

1.1.1.1 Charakteristika und Grundlegendes

T-Zellen werden gemeinsam mit BZellen und Natlrlichen Killerzellen (NkZellen) zu den
Lymphozyten gezahlt und bilden gemeinsam mit den BZellen den adaptiven Teil des
Immunsystems. Im Gegensatz zu Zellen des angeborenen Immunsysteraskennen sie keine
konservierten Pathogenassoziierten Strukturen wie z.B. Lipopolysaccharide sondern ein fir
sie spezifisches Antigen durch Interaktion des Zellrezeptors (TZR) mit einem Komplex aus
einem MHGCProtein und einem Peptid(Townsend et al. 198§. Findet eine Erkennung durch den
TZR statt, wird durch diesen eine Kaskade von Signalen in die Zelle ausgeldst, und es kommt zu
einer Aktivierung verschiedener Effektorfunktionen. Die Erkennung voéllig unterschiedlicher
Peptidsequenzenwird durch eine genetiche Rekombination der Rezeptorgene wahrend der
Entwicklung der T-Zellen ermdglicht (Willerford et al. 1996). Wahrend der T-Zellentwicklung
werden die T-Zellen mit den unterschiedlichen Rezeptorrekombinationen selektioniert; T
Zellen, deren Rezeptoren kein MHEPeptidkomplex erkennen kénnen, gehen in Apoptose
(positive Selektion), TZellen, die korpereigene Peptide erkennen, werden ebenfalls zum
Grol3teil eliminiert (negative Selektion) (Matzinger and Guerder 1989Webb and Sprent 1990.
Bei der positiven Selektion entscheidet sich wch, je nachdem ob MH&lassel oder MHG
Klassell Molekile mit gebundenemAntigen erkannt werden, obeine T-Zelle sich weiter zur
CD4+ oder zur CD8+ -Kelle differenziert. Der CD4Corezptor bindet an MHGKIlassell-
Molekile, der CD8Corezeptor an MHCKIassel-Molekile. Nach der Reifung, diem Thymus
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stattfindet, patroullieren die T-Zellen durch Blut und Lymphe. Siemachen etwa 724% der
Leukozyten im Blut aus etwa 2/3 davon sindbeim GesunderCD4+und 1/3 CD8+ TZellen.

1.1.1.2 Die verschiedenen EffektorStadien einer FZelle, und woran man sie

erkennt

Nach der Reiung im Thymus werden T-Zellen als naiv bezeichnet. Sie bendtigen eine
Aktivierung durch eine professionelle antigenprasentierende Zelle (APC), bevor sie ihre
Effektorfunktionen ausfihren koénnen @riming). Zu den professionellen APCs gehdne
Dendritische Zellen, Makrophagen und #ellen. Abgesehen von Epithelzellen des Thymus,
welche flir die Selektionsvorgéange bei der -Eellreifung bendtigt werden, besitzenin der Regel
nur sie neben den auf allen Korperzellen exprimierten MH®&lassel-Molekilen auch MHCE

Klassell-Molekiile.

Phanotypisch lassen sich “Effektorzellen von naiven FZellen z.B. an der geringeren Expression
von CD62L (L-Selectin LeukozyterAdh&sionsmolekil, vermittelt das Entlangrollen am
Endothel) (Chao et al. 199, und der Expression der AktivierungsmarkerCD25 und CD69
unterscheiden (Zimmermann et al. 1999. T-Effektorzellen exprimieren aufRerdem nit
zunehmender Lebensdauesteigende Mengen des Adhasionsmolekiils CD4&4 ihrer Oberflache
(Zimmerman et al. 199§. Im Vergleich zu naiven Zellen ist die Expression des TChicht
erniedrigt (Liu et al. 2000.

Werden z.B. im Zuge einer Infektion Eellen aktiviert, kommt es zunéchst zu einer klonalen
Expansion der Effektorzellen die beim Menschen etwa 14 Tage andauern karumd nach
erfolgreicher Eliminierung der Pathogenewieder kontrahiert (Zehn et al. 2013. Etwa 5% der
Zellen bleiben erhalten und bilden sogenannte GedachtrisZellen. Siebendtigen im Gegensatz
zu naiven TZellen keinenKostimulus zur Aktivierung, und kdnnenbei erneuter Konfrontation
mit dem spezifischen Antigen sofort oder nach kurzer Reaktivierungsphaseihre
Effektorfunktionen ausiiben (Rogers et al. 2000VeigaFernandes et al. 200D. Naive, Effektor,
und GedéachtnisCD8+Zellen wurden erstmalig vonHamann und van Lier et al. anhand der
Expression von CD45RA und CD27 voneinander untehieden (Hamann et al. 1997 Van Lier
and Baars 1999. Nach diesem Modell exprimieren naive Zellen CD27 und CDA45RA,
Effektorzellen CD45RA, und Gedachtniszellen kein CD45RA, sondelie SpleilRvariante RO
(Hamannet al. 1997). T-Zellen, die die IsoformCD45RCexprimieren, kbnnen einfacher aktiviert
werden (Dornan et al. 2003. Sallusto et al.erweiterten das Modell indem sie Gedachtni3-
Zellen anhand der Expression von CCR7 in-Zellen des zentralen GedéachtnissesCeéntral
Memory, CM CD45RO+, G®7+) und Effektor-GedachtnisT-Zellen (Effedor Memory, EM
CD45R0+, CCR)/unterteilte n (Sallusto et al. 1999.
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1.1.1.3 Die verschiedenen Subpopulationen de€D4+Helferzellen

CD4+ TFZellen werden klassischerweiseals Helferzellen (T helper cells Th) bezeichnd und
beeinflussen eine Vielzahunterschiedlicher Immunreaktionen. Anhand dieser Funktionen und
weiterer spezifischer Charakteristikawie Zytokinsekretionsmuster und/oder charakteristische
Transkriptionsfaktoren werden sie in eine immer noch wachsendé\nzahl an Subpopulationen
unterteilt. Die erste  Einteilung der Helferzellen arhand  unterschiedlicher
Zytokinsekretionsmuster in zwei grof3e Subpopulationen, ndmlich derTh1- und der Th2-Zellen,
erfolgte dabei in den achtziger Jahrewon Mosmann und Coffman(Coffman and Carty 1986
Mosmann et al. 1986. Mittlerweile wurde die Gruppe der Helferzellen um die regulatorischeil-
Zellen(Treg), zudenen die sogenannten Th3und Tr1-Zellen gehérensowie umdie Th1l7-Zellen
und die follikulare n T-Helferzellen (Tth) erweitert (Swain et al. 20123 Zudem wrd Uber Th9-
Zellen, die 1L-9 sezernieren,als Subpopulationdiskutiert, allerdings kdnnte es sich aberauch um
ein Differenzierungs- bzw. Aktivierungsstadium anderer Helferpopulationen, v.avon Th2-
Zellen,handeln (Zhu and Paul 2010 Stassen et al. 2012 Zu welchem Subtygsich eine CBI+ T-
Zelle differenziert, wird stark vom vorherrschenden Zytokinmilieu wahrend ihrer Aktivierung
beeinflusst(Mosmann and Coffman 19890'Garra and Arai 2000.

Noch nicht ausdifferenzierte Helferellen werden auch als Th&ellen bezeichnet. Sie

sezernieren unter anderem die Zytokine IE2, IL-4 und IFN-r (Bendelac and Schwartz 1991

Thl-Zellen unterstiitzen die zellulare Immunantwort, d.h. zum Beispiel die Entstehung einer
CD8+ TFZellantwort und die Aktivierung von Makrophagenund spielen damit eine wichtige
Rolle bei der Bekdmpfung vonintrazellularen Pathogenen wie Viren oder intrazellularen
Bakterien (z.B. Mykobakterier). Thl-polarisierte Zellen stellen so den Grol3teil unter CD4+-T
Zellen, die im Zuge viraler Infektionen neugebildet werderiSwain et al. 2012D. Sie produzieren
hauptséchlich proinflammatorische Zytokine;ihre Leitzytokine sind IFN-r, TNF,IL-2 und IL-3.
Die Entstehung einerCD8+ FZellantwort wird von Thl-Zellen zum einen durch die Produktion
von IL-2, dem TFZdlwachstumsfaktor, unterstitzt. Thl-Zellen konnen aber auchindirekten
Enfluss auf die CD&ntwort nehmen, indem sie antigenpréasentierende Zellen z.B. durch
Interaktion von CD40 mit CD154 (CD40 Ligandjonditionieren (Wagner et al. 1980 Bennett et
al. 1998 Ridge et al. 1998 Andreasen et al. 200). Makrophagenwerden von Thl-Zellen z.B.
durch die Produktion von IFN-r aktiviert, was ihnen bei der Abtbtung aufgenommener
intra zellularer Pathogenehilft (Stout and Bottomly 1989 Munoz-Fernandez et al. 1992 Th1l-
Zellen kdnnen neben der Unterstutzung der zellularen Immunabwhr aber auch Einfluss auf die
Antikdrperabwehr nehmen; sostimulieren sie B-Zellen zur Synthese vonlgG-Antikérpern. Thl-
Zellen wird auch eine Rolle in organspezifischen Autoimmunerkrankungen zugeschriebéghu
and Paul 201Q. Die Differenzierung zu ThXxZellen wird durch die Anwesenheit von IE12 und
IFN-r geférdert (O'Garra and Arai 2000.
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Th2-Zellen produzieren hauptsachlich die Zytokine k4, IL-5, IL-10 und IL-13 (Croft and Swain
1991). Sielésen eine humorale Immunantwort aus, indem sie naive antigenspezifischeZllen
dazu anregen, IgMAntikbrper zu bilden (Parker 1993). AuRerdem férdern sie durch die
Sekretion von I-4 die Produktion von IgE-Antikérpern, welche wiederum an IgERezeptoren
auf Basophilen und Mastzellen binden,sie aktivieren und damit zur Freisetzung von
Entzindungsmediatoren wie Histamin, Heparin und Serotonin fihrenPulendran and Artis
2012). Wahrend ihre ursprungliche Hauptéinktion wohl in der Beseitigung von Parasiten, wie
Helminthen, und anderen extrazellularen Pathogenen liegtsind sie auch von kritischer
Bedeutung n der Entstehung von Asthma und anderenlig@rgischen Reaktionen(Zhu and Paul
2010).

Tregs haben suppressive Funktionen und arbeiten somit der Entstehung von
Autoimmunreaktionen entgegen(Gershon and Kondo 1971Sakaguchi and Sakaguchi 1988Die
CD4 Tregs lassen sich in sogenannte natlrliche und induzierte Tregs weiter unterteilen. Die
naturlichen Tregs enstehen im Thymus, sind CD4 CD25 und exprimieren den
Transkriptionsfaktor FoxP3 (Itoh et al. 1999 Hori et al. 2003, wahrend die induzierten Tregs in
der Peripherie entstehen. Hier werden TGF[ produzierende Th3Zellen von IL-10

produzierenden Tr1-Zellen unterschieden(Cools et al. 2007.

Das Leitzytokin der relativ neuentdeckten Thl7-Zellen ist IL-17 (Harrington et al. 2005
Langrish et al. 2005 Park et al. 2005 McKenzie et al. 200%. Sie tragen zur Bekéampfung von
extrazellularen Bakterien und Pilzen bei, spielen aber auckine Rollebei einigen chronischen
Entzindungsprozessen und Autoimmunerkrankungen (Pulendran and Artis 2012. Sie
sezernieren auf3er 1:17 auch TNF), GMCSF, It6 und IL-22 (Kamradt 2007). IL-17 fuhrt zur

Expression von CX&hemokinen, die Neutrophile anlockeriYe et al. 200].

Tfh-Zellen wurden beim Menschenerstmals in den Jahren 2000 und 2001als CXCR5+, in
Keimzentren residierende CD4+T-Zellen beschrieben(Breitfeld et al. 2000 Schaerli et al. 2000
Kim et al. 200]). Siesind auf B-Zellhilfe spezialisiert und sorgen fiir die Generation langlebiger
GedachtnisB-Zellen (Swain et al. 20123 Siekénnen CD154 exprimieren unddie Produktion
von IgA und IgQunterstiitzen (Breitfeld et al. 2000. Das Leitzytokin der Tfh istlL-21, was direkt
auf B-Zellen und zu einem gewissen Mal3e auch autokrin wirkiNurieva et al. 2008 Linterman
et al. 2010. Bne klare Definition von Tfh spezifischen Markern ist schwierig, meistens wird die
Expression von CXCRS5 und/oder ICOS und/oder PD1 zur Identifizierung der Zellen
herangezogen. CXCRBird auch von B-Zellen exprimiert, beide Zelltypen kénnen dher zu den
Follikeln migrieren (Crotty 2011). Wahrscheinlich handelt essich bei den Tth einerseits um eine
eigene Subpopulation, die sich direkt aus der undifferezierten ThO bildet, auf der anderen Seite
konnen aber auch alle anderen genannten CD4+ Helferpopulanen in die Keimzentren

einwandern und unterschiedliche Einflisse auf die BZellantwort nehmen (Toellner et al. 1998
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Lim et al. 2005 Hsu et al. 2008 Fazilleau et al. 2009. Ein gewisser Anteil der Tfh entstehtalso

aus einer Weiterdifferenzierung aus aderen Subpopulationen, und ware damit

strenggenommen keine eigene SubpopulatioffFazilleau et al. 2009.

Ein Uberblick uber die genannten CD4+Helfer-Zell-Subpopulationen, ihre Leitzytokine und
Funktionen ist in Abbildung 1 gegeben.

Naive CD4+
T-Zelle

Polarisierendes
Milieu

Charakteristischer
Transkriptions-
regulator

Induzierte T, Tl
Charakteristische IL-10 IL-17A,IL-17F,  IL-4,IL-5, IL-13 IL-4,1L-21 IFNy, TNF
Zytokine IL-22 l l l
Regulation und Humorale Humorale Zellulére
Effektor- Suppression Immunantwort, Immunantwort, Immunantwort,
funktionen VON Abwehr gegen T-Zell-Hilfe im Abwehr gegen
Entziindungs- Helminthen, Keimzentrum, intrazellulare
prozessen allergische langlebige Pathogene,
Reaktionen Gedachtnis-B- Makrophagen-
Zellen aktivierung,
Unterstiitzung
der CD8-
Antwort,
Inflammation
Abbildung 1: Ubersicht Uber CD4+ -Helfer-Subpopulationen. Dargestellt sind die

polarisierenden Zytokinmilieus, die die Entwicklung zu den verschiedenen Subpopulationen
fordern, charakteristische MasteTranskriptionsregulatorenZytokine und Effektorfunktionen.

Die Mdglichkeit der Differenzierung von anderen Subpopulatiorzen Tth ist mit Pfeilen
angedeutet. Abbildung adaptiert aSwain et al. 2012a

1.1.1.4 CD8+ ¥Zellen

CD8& T-Zellen differenzieren nach Aktivierung zu zytotoxischen 7TZellen (Cytotoxic F
Lymphocytes,CTLs) und kdnnen virusinfizierte und entartete korpereigene Zellen direkt
angreifen und abtdten.Sie erkennen etwa 810 Aminoséuren lange Petide, gebunden auf MHE
Klassel-Molekiilen, die von allen kernhaltigen Korperzellen exprimiert werdenDies macht sie

besonders interessant im Zusammenhang mit Immuntherapien bei Krebsiele angestrebte
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Behandlungsmethoden in diesem Gebiet konzentrieren sich auf eine Starkung oder

Fokusserung der CD8 TZellantwort gegen verschiedene Tumore.

Ihre zytotoxischen Eigenschaftenerreichen sie zum einen durch die Ausschuittung lytischer
Granula, welche zytotoxische Proteine wie Perforin, Granzyme und Granulysin beinhalten. CTLs
exprimieren aberauch den Fad_.iganden und kdnnen ihre Zielzellen direkt Gber eine Interaktion
mit dem Todesrezeptor Fas in Apoptose treiben. CTLs sezernieren unt@nderem die Zytokine
IFN-r  OT A 4. &8

1.1.2 MHGMolekulle und ihre Liganden

1.1.2.1 Major Histocompatibility Complex (MHC)

Der Haupthistokompatibilitdtskomplex oder MHC (Major Histocompatibility Complex kodiert

fur Uber 160 Proteine (Traherne 2008). Darunter sind die fir die Antigenprasentation
verantwortlichen - ( # Z - 1 1 AbEri dudh viele andere fir das Immunsystem wichtige

Proteine. Der Name rihrtvon ihrer Entdeckungbei Transplantationsversuchenan Mausen het
So wurde beobachtet dass ein hutgruppenahnliches Antigen fur Abstol3ungsreaktionen von
transplantierten Tumorgeweben unter verschiedenenMausstdmmen verantwortlich ist (Gorer
1948). Beim Menschen werden MHGMolekile auch als HLA KHuman Leukocyte Antigen

Molekule bezeichnetDer Gencluster befindet sich beim Menschen auf Chromosom 6

Die sogenannten klassischenMHGMolekile der Klasse | und der Klasse lIsind fur die

Préasentation von Peptiden, die von Eellen erkannt werden kénnenzustandig.

Diese - ( #KIassel oder zKlassell-Molekile sind polygen, hdchst polymorph und werden
codominant vererbt, was bedaitet, dass jeder Mense mehrere- ( #Z' AT A ClI AEAEAO &
besitzt, von denen es wiederum Hunderte verschiedener Varianten in der Gesamtbevolkerung

gibt. Das fuhrt zu einer Herdenimmunitat, d.h. Pathogene die vom Immunsystem eines
Individuums nicht erfolgreich bekampft werden kdnnen flhren nicht zwangslaufig zur
Ausléschung der ganzen SpezieBieser Polymorphismus ist aber auch verantwortlich fir die

genannte Gewebeinkompatibilitat beiTransplantationen. Menschen haben drei Geh &I 6 AEA |
+AOOAT AAW | AIEA ® AAB WndzC)Zdwiedred Paare von Genenfirdh y z OT A 1 Z
+AOOAT AAOI +HARIOIOAZ) ), ! Z$ Viele Medthen HaedogaZ odh @i
UOOROUI EAEAOG 1 Z+A0KkekiCAT £ O AAO (,!'2%$2

Da unterschiedliche HLAMolekule unterschiedliche Spektren an Peptiden binden kdnnen,

erhoht diese Polygenie die Anzahlverschiedener Peptidsequenzen, die von Zellen eines

bestimmten Individuums prasentiert werden kdnnen.
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$EA 11 UAEI AAEATT OAO (,!Z4UPAT xEOA OORT AEC O
El ACGOEOGAEAT - (#z-1T1AEIiT A OETA ET &£ 1CATAAO 4AAAI

Tabellel: Anzahl deklassischemMHGAIlleleund exprimierten Proteinegles Menschen

MHGKIassel MHGKIassell

Anzahl gesamt 5880 1647

Typ A B C DRA DRB DQAl DQB1 DPAl DPB1
AnzahlAllele 1884 2490 1384 7 1194 47 165 34 155
AnzahlProteine | 1365 1898 1006 @2 891 29 116 17 134

Stand: April 201ZAnthony Nolan Research Institute 2012

1.1.2.2 Struktur der MHGMolekdule

Das MHGKlassel-Molekill ist ein Heterodimer aus einert v E$ A O AKette Air@d Aihem |
[ 2-Mikroglobulin (12 kDa). Das Mikroglobulin ist monomorph und wird nicht im MHC, sordern
auf Chromosom 15 kodiert. MHGKIlassel-Molekile werden auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert. DieJ -Kette besteht aus drei extrazellularen Immunglobulindomaneny(1 bis 4 3) und
verfugt Uber eine Transmembrandomane. Die beiden membrandistalen Domangrl und | ¢

bilden eine peptidbindende Furche(Bjorkman et al. 1987.

Die MHGKIlassell-Molekile werden hauptsachlich auf antigenprasentierenden Zellen

(Dendritischen Zellen, BZellen und Makrophagen) exprimiert

Sie bestehen aus zwei membrandurchspannenden Ketten, der 34 kDa grof§erund der 29 kDa
grol3en 1 -Kette. Beide tragen auf der ZellauRBenseite zwei Immunglobulindoméanen. Die beiden
membrandistalen Doméanenj1 und 1 bilden die peptidbindende Furche. Wéhrend bei den
MHGKIassel-Molekilen diese Furche an den Enden geschlossen ist, ist sie bei den Mtg3se-

I1-Molekilen an den Enden offen.

Die Struktur der MHGMolekile und der jeweiligen Bindungstasche ist in folgender Abbildung

dargestellt.
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MHC-Molekiile Peptidbindungstaschen
MHC-Klasse-I MHC-Klasse-II MHC-Klasse-I MHC-Klasse-II

pepide-binding
cleft o

peptide-tincing
cleft

peplice-bindng peptide-tinding
cleft cleft

o,

o o,
oy B,-microgiobuin
B o2

] 1 ;

Abbildung2: Struktur der MH&Molektile. Links: grafische Darstellung der MKi@ssel- und
MHGKlassellla2f ST Nt S YAG RSY @SNHOKA S RMKkSgobulintnidzy 3t 2 0
der Peptidbindungstascheméptide-binding clef). Rechts:Aufsicht auf die Bindungsfurche

der beiden MH@Volekule.(Janeway et al. 2001

1.1.2.3 SubregionHLADR

Die drei verschiedenen Arten von MHCKIassell-Antigenen HLA-DR, -DQ und zDP zeigen
unterschiedlich hohe ExpressionsniveausBei antigenprasentieenden Zellen in der Peripherie
wie B-Zellen und Monozyten ist HLADR das am starksterexprimierte Protein, gefolgt von HLA
DP und HLADQ(Gorga et al. 1987Brooks andMoore 1988; Laupeze et al. 1999 Dasselbe gilt
fur in vitro aus peripheren Monozyten generierten DCs und Makphagen(Laupezeet al. 1999,
aber auch z.B. furchronische lymphatische Leukdmie mit BZellhintergrund (Drexler et al.
1988), verschiedene myeloische Leukdmigelllinien (Lecchi et al. 1989 und EBV
transformierten B-Zellen (Gorga et al. 198Y. Bei Monozyten aus dem peripheren Blut stehen
etwa 20000 HLADR Molekile ca. 500 HLA-DP- und weniger als 4000 HLA-DQMolekilen
gegeniber(Laupeze et al. 1999

Die Lange der HA-DR-Region variiert bei verschiedenenindividuen zwischen etwa 60 und260
kb. Jede Region beinhaltet ein DRAINd mindestens ein DRBGen die fiir diej-A U x 8 -KetfieA
des HLADR-Molekiils kodieren (Rammensee HG. 1997. Wéahrend es von derj -Kette nur zwei
unterschiedliche Variantengibt, die sich auch nur um eine Aminosaure unterscheiderst die

hauptséchliche da in allen Individuen vorhandene -Kette (DRB1) mit zur Zeit 821
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verschiedenen bekannten Proteinen hochpolymorph. Zusatzlich zu dieser Diversitatkodieren
einige DR-Regionen fir eine weitere funktionelle r-Kette: DRB3, DRB4 oder DRB5. Diese
OAEOT A &eéxtdr konpen wie DRB1 mit der DRy -Kette ein funktionelles Molekiil bilden,
sind aber mit 46, 8 bzw. 16 verschiedenen Proteinen weniger polymorpi{Anthony Nolan
Research Instiute 2012). Andere DRRegionen kodieren neben DRB1 noch fiir ein oder mehrere
Pseudoger. In jeder DRRegionkommt jedoch hdchstens eine funktionelle sekundére Kette vor,

so dass jedes Individuummaximal vier verschiedene DR -Ketten exprimieren kann.

Tabelle2: Anzahl der verschiedenen DRBele und exprimierten ProteineDRB1, DRB3, DRB4
und DRB5 korkren fiur funktionelle ProteineDRB2, DRB6, DRB7, DRB8 und DRigtl
Pseudogene

Gen DRB1 DRB2 DRB3 DRB4 DRB5 DRB6 DRB7 DRB8 DRB9
Allele 1094 1 58 15 19 3 2 1 1
Proteine 821 0 46 8 16 0 0 0 0

Stand: April 201ZAnthony Nolan Research Institute 2012

Das in der deutscherBevolkerung mit einer Phanotypfrequenz von etwa 26%am haufigsten
vorkommenden DRBZAllel ist DRB1*15, dicht gfolgt von DRB1*04, *13, *11 und *07 (s. Abb.
3).

Die Kombination verschiedener DRBEHaplotypen mit verschiedenen sekundéaren DRE>enen ist
miteinander verknupft. So ist zum Beispiel DRB3 verknipft mit DRB1*03, *11, *12, *13 und *14,
DRB4 mit DRB1*04, *07und *09 und DRB5 mit DRB1*15 und *16. Diese Kombitianen werden
in drei Haupt-DRB-Haplotypen unterteilt, und zwar DR51 (DRB1/DRB5), DR52 (DRB1/DRB3)
und DR53 (DRB1/DRB4)Es wird angenommen, das®RB3und DRB4 im Gegensatz zu DRB5,

generell schwacher aufler Zelloberflache exprimiert werden als DRB1(Faner et al. 2010.
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Allel- | Phanotyp-

frequenz | frequenz

Allel (%) (%)
DRB1*01 11,1 21,0
DRB1*03 10,6 20,0
DRB1*04 13,2 24,6
DRB1*07 12,6 23,6
DRB1*08 3,3 6,4
DRB1*09 1,0 1,9
DRB1*10 0,9 1,7
DRB1*11 12,5 23,5
DRB1*12 1,9 3,7
DRB1*13 12,9 24,1
DRB1*14 3,1 6,1
DRB1*15 14,2 26,4
DRB1*16 2,4 4,8

Abbildung 3: HLADRBZ1Allel und -Phanotygrequenzenin der deutschen Bevdlkerung. Die
angegebenen Allelfrequenzen wurden mit der HaifginbergRegel aus den
Phéanotypfrequenzen gemessen bei 11407 Individuen errechnet. Von
www.allelefrequencies.nefGonzalezGalarza et al. 2001

1.1.2.4 Peptidliganden fir eine Prasentation durch MH@®/olekule

Wahrend die von MHCKIassel-Molekiilen gebundenen Peptidedie von CD8+ zytotoxischen-T
Zellen erkannt werden, hauptséchlich aus dem Ztosol stammen und so z.B. itrazellular

persistierende Erreger oder eine Transformation der Zelleanzeigen stammen die von MHE
Klassell-Molekilen préasentierten Peptidevorwiegend aus dem extrazellularen RaumbDies ist

eine Folge derverschiedenen Prozessierungswegaler MHGMolekile und der gebundenen
Peptide. Diese Einteilung ist allerdings nicht strikt: exogene Antigenewerden durch die

sogenannte Kreuzprasentationauch in MHGKIassel-Molekulen gebundenund zytosolische
Proteine kénnen z.B. Uber Autophagie in die MHKlassell-Prozessierung geschleust werden
(Kurts et al. 201Q Neefjes et al. 2011 Eine Wersicht tiber die MHGKlassell-Prozessierung ist
in Abbildung 4 gegeben.
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CD4* T cell

Exogenous
protein

Abbildung4: Ubersicht tber die MH&lassell-ProzessierungProteine, die Gber Endooder
Phagozytose in die MHKlassell-Prozessierung gelangeiefinden sich in der Zelle zunéchst
in Vesikeln(hier: frihes Endosonearly endosomg Die Senkung des pWertes fuhrtzueiner
Aktivierung von Aspartatund CysteiAProteasen, welche die Proteine zu Peptidaibbauen
MHGCII-h - und ¢i -Ketten werden direkt in dasri@oplasmatische Retikulum REsynthetisiet
und zusammen mit derinvarianten Kette (li, invariant chai) in das MHGII-
Beladungskompartimeni{MIIC) transportiert (Kvist et al. 198p Dieses fusioniertmit den
Vesikeln, diedie Peptide beinhalten. Die Peptide ersetzen ddsGll-assoziierte invariante
Kettenpeptid ¢lass Hassociated invariant chain peptid€LIP), ein Teil der invarianten Kette,
welches die peptidbindende Furche beset®ta Austausch wird reguliert und kalysiert durch
HLADM und HLADO (Denzin et al. 1996Denzin et al. 1997 Die mit Peptid Peptidg
beladenen MH&KIassell-Molekiule MHC class )I werden zur Plasamembran der
antigenprasentierenden Zelle (APC) transportiert und der CDA4zelle CD4+ T céll
prasentiert. Autophagosomen kénnen ebenfalls mit dem MIIC fusionieren und so intrazellulare
Peptide in den Beladungsweg schleugbhinz 2013. Abbildung augNeefjes et al. 2011
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Die von MHCKIassel-Molekllen prasentierten Peptide haben eine Lénge von -80
Aminosauren (Falk et al. 199). Sie sind an ihren Enden in der Bindungstaschees Molekils
fixiert. Die Bindungsfahigkeit der Peptidehangt von sogenannten Ankeraminosauneab, die die
Bindung von Peptiden mit diesen Resten an einer bestimmten Position beglnstigen
(Rammensee 199%. Verschiedene HLATypen bevorzugen verschiedene Ankerreste an
verschiedenen Positionen. HLAA*02:01 bevorzugt z.B. Peptide mit den Ankeraminosaune
Leudn oder Methionin an Position 2und Valin oder Leucin an Posion 9. HLAA*01 bevorzugt
dagegen Asparaginsaure oder Glutaminsaure an Posith 3 und Tyrosin an Position 9
(Rammensee et al. 1999 Am GTerminus werden haufig hydrophobe oder seltener basische

Aminosaurenbevorzugt.

Die an beiden Enden offene Bindungsfurche déiHGKIlassell-Molekile erlaubt das Binden von
Peptiden mit einer Lange vonbis zu etwa 20 Aminoséuren. In der Regel sind die gebundenen
Peptide allerdings zwischenl3 und 17 Aminosauren lang; in der Furche selbst liegen etwa 9
Aminosauren, welche sozusagen @i Kernsequenz des Peptids bilde(Sern et al. 1994). Wie bei
Peptiden, die auf MH&KIlassel-Molekilen binden, gibt es bei den MH&Ilassell-Peptiden
Ankeraminosauren die die Bindung beginstigenSie liegenmeistens an den Positionen 1, 4, 6
und 9 der Kernsequenz(Jones et al. 2006 Wahrend die Peptide bei den KlasséMolekilen
stark auf einen HLATYyp restringiert sind, sind MHCKIlassell-Ligandenweit mehr promiskuitiv
(Hammer et al. 1993 Consogno et al. 208; Wang et al. 2008. Dies ist durch haufig identische
bevorzugte Ankerreste, durch einen grol3en Beitrag von Wasserstoffbrickenbidungen des
Peptid-Rlckgrats zur Bindungstaschezum Bindungsvermégenund durch die Flexibilitéat der

gebundenen Peptide in der Bindungstaschieegriindet.
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1.2 Das EpsteirBarr-Virus

1.2.1 Allgemeines

Das EpsteinBarr-Virus (EBV) oder humanes Herpesvirus 4 (HHVA4)persistiert als latente
Infektion in Gber 95% der adulten Weltberdlkerung, und ist damit einer der weitverbreitetsten
menschlichen Viren Gberhaupt(Henle and Henle 1979WHO 2012.

Die Entdeckung von EBV geht zuriick auf den englischen Arzt Denis Burkitt, der in den flinfziger
Jahren erstmals ein vor allem bei Kinderrin Ost und Zentralafrika auftretendes Lymphom
beschrieb, das Burkitt-Lymphom (Burkitt 1958). Wegen der auffalligen Anhaufung der Falle in
bestimmten geographischen und klimatischen Gebieten weutete er ein infektibses Agens als
Ausloser der Erkrankung. Tatsachlich gelang es im Jahre 1964 Tony Epstein, Budd Achong und
Yvonne Barr viruséhnliche Partikel in Ultradinnschnitten in vitro kultivierter Burkitt -
Lymphom-Zellen elekronenmikroskopisch nachzuweisen und somit das EpsteirBarr Virus
(EBV) zu identifizieren(Epstein et al. 1964 (siehe Abbildung 5).

Abbildung5: Elektronenmikroskopische Abbildung aus der Originalpublikation von 1964s
Particles in Cultured Lympblasts from Burkitt's LymphoniaTony Epstein, Budd Achong und
Yvonne Barfanden virusahnliche Partikel () kultivierten BurkittLymphomZelllinien.(cm):
Zellmembran.

Der nachfolgende Nachweis von EBWNA in Burkitt-Lymphomen und Nasopharynx
Karzinomen sowie die Bildung von Lymphomen in Lisztaffen und Nachtaffen, die experimentell

mit EBV infiziert wurden, machten EBV zum ersten Virus, bei dem eindeutig ein Zusammenhang
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mit der Entwicklung eines menschlichen Tumors festgestellt werden konntéMiller et al. 1977,

Thompson and Kurzrock 2004.

Obwonhl bei einem Grof3teil der Infizierten ein Leben lang keinerlei Symptome auftreten, ist EBV

mit einer Vielzahl swohl benigner als auch amrmaligner Erkrankungen assoziiert(vgl. 1.2.4).

Es werden zwei Subtypenvon EBV unterschieden, EBX (oder auch Typ A)und EB\*2 (oder
auch Typ B). Sie unterscheiden sich in der Aminosauresequenz ihré&ernantigene EBV nuclear
antigen, EBNA) EBNA2,EBNA3A, EBNA3B und EBNA3hd ihrer geographischen Verteilung
(Dambaugh et al. 1984Rowe et al. 1989 Sample et al. 1990Dolan et al. 2006§. EB\A1 ist der
generell haufiger vorkommende Subtyp und hatin vitro eine hdhere Transformationseffizienz
gegenuiber EBV2 (Rickinson et al. 1987 Takimoto et al. 1989. EB\t2 dagegen scheint einfacher
von der latenten in die lytische Phase zu wechselfBuck et al. 1999. Wahrend EBV1 in der
westlichen Hemisphare und Sudostasien dominant ist, tretemiNeuGuinea und Aquatoriat
Afrika die Typen 1 und 2 éwa in der gleichen Haufigkeit auf(Sixbey et al. 1989. Ein
Referenzstamm fiir EBVL ist B95-8 und fiur EBV2 z.B. AG87§Dolan et al. 2006.

1.2.2 Virologie, Struktur, Genom

EBV gehotrt mit Uber hundert weiteren Mitgliedern zur Familie der Herpesviridae Weitere
Mitglieder der Familie sind z.BHerpes simplex | und Il, dasdumane CytomegalievirusVaricella
zoster und die hunanen Herpesviren 6 und 7 Gemeinsam mitlem humanen Herpesvirus 8 wird
EBV zur Unterfamilie Gammaherpesvirinaaund zur Gattung derLymphocryptoviridae gezahlt.

Herpesviren sind ubiquitér in der Natur verbreitet; EBV ist jedoch ein rein humanotropes Virus

Der Aufbau von EBYV ist typisch fir einHerpesvirus. Dielineare, doppelstrangige DNAist um
einen toroidférmigen Protein-Kern gewickelt, kodiert fiir iiber 85 Gene und hat eine Lange von
172 kbp (Kieff and Rickinson 2007. Das virale Genom hat an beiden Enden eine Reihe von etwa
500 bp langen Wiederholungen terminal repeats, TR) <wie mehrere interne
Wiederholungssequenzen ifternal repeats,IR). Diese unterteilen das Genom in funf singulare
Sequenzdomanen fnique sequencedJR) (Given et al. 1979 Cheung and Kieff 1982 Nach
Infektion einer Zelle werden die Termini intrazellular zusammengefuigt und bilden ein zirkuléares
DNA-Episom (KaschkaDierich et al. 1976 Lindahl et al. 1976. Das EBVY¥Genom kann aber auch

in die Wirtszelle integriert werden (Henderson et al. 1983.

Die DNA ist von einem ikosahedrischerNukleokapsid umgeben. Das Kapsid ist ausl62
Kapsomerenaufgebaut undhat einen Durchmesser von 100 bis 110 nmwahrend das gesamte
Virion eine Grol3e von etwal20-180 nm hat (Kieff et al. 1982).
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Um dasNukleokapsid befindet sich eineLipiddoppelmembran, wobei die auf3ere Membran von
der Zellmembran des Wirtes stammtund mit externen Glykoproteinen besetzt ist, die innere
von seiner Kernmembran. ZwischerNukleokapsid und Hillmembran befindet sich eine oftmals
asymmetrisch verteilte, amorphe Schicht variabler Starke aus globularen Proteinen, das
Tegument. Im Nukleokapsid befindet sich ein toroidférmiger ProteirKern, um den die

doppelstrangige DNA gewickelist (Kieff and Rickinson 2007.

Lipiddoppelmembran

Glykoproteine
«— &uReres Tegument

(

&5 _Nukleokapsid -

Abbildung6: Scheméscher Aufbau des Epsteiarr-Virions(ViralZone 201

1.2.3 Lebenszyklus des EBV

Der Lebenszyklus des EBV verlauft wie bei anderen Herpesviren nach einem klassischen
Schema: auf die Primarinfektion eines penissiven Zelltyps mit lytischer Replikation des Virus
folgt die Infektion eines zweiten, nichtpermissiven Zelltyps, in dem eine lebenslange latente

Infektion mit gelegentlichen Reaktivierungen in die lytische Phase etabliert wird.

Die Priméarinfektion mit EBV erfolgt meist in friher Kindheit Uber Speichelkontakt. Zu diesem
Zeitpunkt verlauft die Infektion in der Regel asymptomatisch. Vor allem in den westlichen
Landern verzogert sich die Primarinfektion jedoch haufiger ins junge Erwachsenenaltewas
sich bei bis zu 25% der Betroffenenin einer Infektiosen Mononukleose (IM) T A AKissing,
diseas® manifestieren kann (Hislop et al. 2007. Die Zielzelle des EBV ist die -Belle. Die
Infektion der B-Zelle ist essentiell @ir eine nachfolgende latentelnfektion; bei Patienten mit
Agammaglobulinamie, die an einer Eell-Reifungssbrung leiden, werden keine persistenten
Infektionen beobachtet(Faulkner et al. 1999.

Welches die ersten infizierten Zellen bei der Primarinfektion sind ist dagegen noch nicht
abschlieRend geklart(Kutok and Wang 200¢. DaEB\tspezifischeDNAund RNAIn Epithelzellen
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detektiert wurden, z.B. in Epithelzellendes Oropharynxvon IM-Patienten (Lemon et al. 1977
Sixbey et al. 1984 und auchin Epithelzellen bei oraler Haarleukoplakie und undifferenziertem
Nasopharynxkarzinom (zur Hausen et al. 1970 Greenspan et al. 1985 wurde angenommen,
dass die Epithelzellen des Oropharyngie erste Hntrittspforte darstellen und auch als Reservoir
fur die Weitergabe des Virus dienenBei spateren Untersuchungen mit sensitiveren Methoden
wurde gezeigt dassbei immunkompetenten IM-Patientennur die im Oropharynx angesiedelten
Lymphozyten (hauptsachlich BZellen), abernicht die Epithelzellen infiziert sind (Niedobitek et
al. 1989 Anagnostopouos et al. 1995 Karajannis et al. 1997. Da Epithelzellen aber definitiv

infiziert werden kdnnen, sind beide Szenariemenkbar.

Das Virus verschafft sich Eintritin die B-Zelle, indem eamit seinem Hullprotein gp350 anCD21
auf der Oberflache der BZelle bindet (Fingeroth et al. 1989. CD21, der Reeptor fiir C3d, einer
Komponente des Komplementsystems, wird auch von follikularebendritischen Zellen und
einigen T-Zellen exprimiert (Kutok and Wang 2006. Dann interagiert gp42 des Virus mit den
MHGKIassell-Molekllen der B-Zelle undbewirkt so eine Fusion mit der Zellmembran(Li et al.
1997; Speck et al. 200D. In Epithelzellen, die kein CD21 exprimieren, findet die Infektioniber
eine) T OAOAEOET 1T Otlnitegrinen il gemivitaen gHpL-( 1 1 1 DOT OAEF 1 EO
Integrinen statt (Xiao et al. 2008 Chesnokova eal. 2009, Xiao et al. 2009.

Nach der Adsorption des Virus werden dieCD2XMolekile der B-Zelle kreuzvernetztund das
Virus wird in zytoplasmatische Vesikel internalisiert(Carel et al. 1990. In der Zelle wird das
virale Genom entpackt und in den Nukleus transportiert, wo es zirkularisiertNachfolgend
kommt es zu einer Eventkaskade, die zur Expressin der EBNAProteine und der LMPProteine
und letztendlich zu einem Eintritt der B-Zelle in die SPhase des Zellzykludiihrt (Rowe 1999.
Die infizierten B-Zellen wandern in das nachstgelesne Lymphgewebe, wo sie stark proliferieren
(Laichalk et al. 2003. Die stark proliferierenden EB\transformierten B-Zellen sind hoch
immunogen. Es bildet sich eine adaptive Immunantwort aus, didie infizierten B-Zellen zum
Grofdteil eliminiert und somit eine gewisse Kontrolle Uber die Infektion gewinnt. Das
Immunsystem schafft es allerdings nicht, diénfektion komplett zu beseitigen wodurch sich eine
lebenslangliche latente Infektion ausbildet. Sie zeichnet sich durch eine stabile Anzahl latent
infizierter B-Zellen im Blut (0,550 /106, individuell unterschiedlich (Khan et al. 1996) und
durch eine sténdige Ausschuttung infektioser Virions in den Speichel aus. Bei defZ&8len im
Blut handelt es sichum GedachtnisB-Zellen, in den Mandeln z.B. werden aber auch naive
infizierte B-Zellen gefunden(Miyashita et al. 1997 Joseph et al. 2000

Eine Ubersicht {iber den Lebeszyklus von EBVist in Abbildung 7 gegeben.
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Abbildung7: Ubersicht Uber den Lebenszyklus von EBV. EBV wird tber Speichel tibertragen und
infiziert BZellen im OrpharynxEpithel entweder direktoder nach Primarinfektion der
Epithelzellen. Die Bellen exprimieren alle EBNAnd LMPProteine (Latenz lll)proliferieren,

und es kommt zu einekeimzentrumsreaktion infolgeden die BZellen zuGedachtnisB-Zellen
heranreifen. Sie exprimieren nur EBNAL1 (Latenz 1) und zirkulieren im peripheren Blut. Einzelne
Zellen gehen in die lytische Phase. Das Virus kann entweder erneut naiedeR infizieren

oder Uber denSpeichelausgeschittetwerden. Adagptiert aus (Rochford et al. 2005 Fir eine
Ubersicht tiber die Latenzstadien1s2.3.1

1.2.3.1 Latenzstadienund exprimierte Proteine

Die verschiedenen Auspragungen von latenten Phasen werdem vier Stadien unterteilt. Sie
unterscheiden sich durch ein unterschiedliches Expressionsmuster von Proteinen und RNAs,
verschiedene assoziierte Erkrankungen sowie unterschiedliche Zelltypen, in denen die
Latenzstadien beobachtet werden(s. Tabelle 3). Die kleinen, nichtkodierenden viralen RNAs
EBER 1 und 2 sind vermutlichin allen Latenztypen vorhanden und werden deshalb auchls
Marker einer latenten Infektion verwendet (Barletta et al. 1993. Die alsin vitro-Modell fur
verschiedene Anwendungen verwendeten Lymphaastoiden Zelllinien (LCLS) entsprechen dem

Latenztyp Il (Kieff and Rickinson 200). Im nachfolgenden werden dé exprimierten Proteine
und Gene beschrieben.
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Tabelle 3: Ubersicht tber dieexprimierten Gene bei verschiedenen EBAtenzstadienund
assoziierte maligne Erkrankungaach(ThorleyLawson and Alldag008).

Latenztyp Exprimierte virale Gene Gefunden infolgenden Gefunden in
_ Malignitaten Zelltyp

Ill: Wachstum EBNA1EBNAZ2, Posttransplantations Neu infizierte B
EBNA3A, EBNASB, Lymphoproliferation, AIDS Zellen
EBNA3C, EBNALP, assoziierte Eelk
LMP1, LMP2EBERI1, Lymphome

EBER2, BART
[l: Standard EBNA1, LMP1, LMP2 HodgkinLymphom, B-Zellen des
EBER1, EBER2, BART Nasopharynxkarzinom, Keimzentrums
Peripheres T/N¥ell-
Lymphom
I EBNA1EBER1(?), Burkitt-Lymphom Sich teilende B
EBERZ2 (?), BART(?) Gedachtniszellen
0: Latenz EBER1, EBER2, BART - Ruhende B

Gedachtniszellen

Die nachfolgende Beschreibung der wahrend der Latenz exprimierten Gene und Proteine

ist aus (Kyzirakos 2009 ) entnommen und erganzt.

Alle EBNAs: EpsteinBarr Virus nuclear antigens Alle EBNAProteine beeinflussen die
Transkriptionskontrolle. Weiter sind sie fir die Exressionsaktivierung der viralen

Membranproteingene (LMP1, LMPR) und einiger zelleigener Gene verantwortlich. EBNA2 und
EBNALP werden wahrend der Infektion primarer BLymphozyten als erste exprimiert und

koaktivieren die Transkription von viralen und einigen zellularen Promotoren (Alfieri et al.

1991). EBNA2, EBNA3A, EBNA3B und EBNAGRerscheiden sich in ihrer Aminosauresequenz
bei EBV1 und EBV2 (s.1.2.1).

EBNAL: DNA-bindendes Protein, welches fiireine Immortalisierung der B-Zelle essentiellist.
EBNA1 wrd in allen sich teilenden EBVinfizierten Zellen exprimiert (RaabTraub 2007). Es
bindet das EB¥Genom an Chromosomerfiihrt damit zur Pergstenz des Episoms in der Zelle
und zu einer stabilen latenten Infétion (Yates et al. 1985Lee et al. 1999. EBNAlinhibiert eine
Apoptose in Burkitt-Lymphom-Zellen (Kennedy et al. 2003. Es [esitzt eine GlyAla-
Wiederholung in seiner Sequenz, die die Prozessierung duratas Proteasom verhindert, was
eine Prasentation von EBNAL Peptidenauf MHCKIassel Molekulen und die damit verbundene
Detektion durch CD8Zellen hemmt(Levitskaya et al. 1997. Die Sequenz von EBNA1 kansich
zwischen EBVStdmmen unterscheiden, die Unterschiede korrelieren jedoch nicht mit der
Zuordnung zu EBV1 und -2 (Wrightham et al. 1995 Bhatia et al. 1996 Habeshaw et al. 1999.

EBNA2: EBNA2 &t fir eine Immortalisierung der B-Zelle essentiell (Cohen et al. 1989
Yalamanchili et al. 1994. EBNAZ2 aktiviert die Transkription von verschiedenen Promotorerund
induziert die Expression der viralen Gene fur LMP1 und LMP2@\bbot et al. 1990 Wang et al.
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1990; Zimber-Strobl et al. 1993, der BZell-Antigene CD21 und CD23 und dezelluldaren Genec-
fgr und emyc(Wang et al. 1987 Cordier et al. 199Q Kaiser et al. 1999.

EBNA3A, 3B, 3C: EBNA3A 3B und 3C bzw. EBNA3, EBNA4 und EBNAGsind

Transkriptionsregulatoren; 3A und 3C sind essentiell fur eine Eelltransformation in vitro

(Tomkinson et al. 1993. Die EBNA3Proteine besitzen eine konservierte Nerminale Doméne
und werden von drei benachbarten Genen kodier{Robertson et al. 1998. Alle drei EBNA3
Proteine interagieren mit RBPJ[. Dieser ist im NotchSignalweg involviert; Uberexpression von
Notch wurde in T-Zell Neoplasien beobachte{Joutel and Tournier-Lasserve 199§. Es wurde
gezeigt, das€BNA3C die Produktion von LMR erh6hen kann(Allday and Farrell 1994).

EBNALP:EB nuclearantigen leader protein auch als EBNA5 bezehnet. Es ist énes der ersten
exprimierten Proteine nach der Infektion der Zelle (Wensing and Farrell 2000. EBNALP
koaktiviert mit EBNA2 und erhdht die Aktivitdt des CpPromotors der EBNAProteine. Esist ein
nukleares Phosphoprotein, dessen Phosphorylieingsstatus an einem Serinrest sich abhéngig
vom Zellzyklus verandert (Kitay and Rowe 199§. EBNAP beeinflusst zusammen mit den
anderen EBNAProteinen das gesamte Transkriptionsverhalten deWirtszelle (Harada and Kieff
1997).

LMP1: Latent Membrane Protein LMP1 ist ein 386 Aminosauren langes integrales
Membranprotein mit sechs TransmembrandoméanenEs ist essentiell fir eine Transformation
der Zelle und wird auch alsdas EB\VOnkogen bezeichnet. Es greift an vielen Stellen in die
zellulare Genexpression oder Signalwege eifWang et al. 1988 RaabTraub 2007). Es mitiert
z.B. einenkonstitutiv aktivierten CD40-Rezeptor (Zimber-Strobl et d. 1996; Gires et al. 1997.
Die Bndung von CD406Ligand an CD# ist ein Wachstumssignal fir die Eelle. LMP1
konzentriert sich in Glycosphingolipidreichen Membranregionen, in denen sich auch die-G
Protein-gekoppelten Wachstumsfaktorrezeptorenzusammenlagern. Das Zusammenlagern von
LMP1 ist jedoch Liganderunabhangig. Die zytoplasmatische @erminale Doméane interagiert
mit TRAFs (Tumor Necrosis Factor Receptesissociated Factors) und TRADD (Tumor Necrosis
Factor Receptorassociated death domain protein)Mosialos et al. 199%, was zur Aktivierung
AAO 40AT OEOEDOEI i(DevEdyke@lial@dd6).. & [ " A& EOO

LMP2A, LMP2B: Bei beiden handelt es sich um integrale Membranprotea wobei die
SpleiRvariante LMR2B einen verkirzten NTerminus hat. LMP2A wnd B sindnicht essentiell fur
eine Transformation der BZellen.LMP2A spielt eine Rolle in der Einhaltung der LatenZRaab
Traub 2007). An der N-terminalen Domane von LMRA befindet sich ein ITAMMotiv (Reth
1989). Ahnlich wie LMP1 ahmt auch LMP2&inen aktivierten Signalweg nachLMP2 besitzt 12
Transmembrandoménen, welche eine Zusammenlagerung erleichter8owohl der G als auch

der N-Terminus des Proteins liegerauf der zytoplasmatischen Membranseite. Das ITANIotiv
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ermdglicht eine Interaktion mit dem zytoplasmatischen Signaltransducer syr (eine
Tyrosinkinase) (Burkhardt et al. 1992).

BARTs: BamHIA rightward transcripts. Verschiedene RNAs die ini® zu 20 microRNAs
prozessiert werden. Es wird vermutet, dass sie in allen latent infizierten Zellen exprimiert
werden. Obwohl sie das Potential haben, als mMRNAs zu fungieren, konnten die von ihnen
potentiell exprimierten Proteine nicht in natlrlichen EBV-Infektionen nachgewiesen werden
(Thorley-Lawson and Allday 2008 Al-Mozaini et al. 2009

EBERs:EBER 1 und 2 sind kleine npolyadenylierte und somit nichtkodierende RNAs mit einer
Lange von 166 bzw. 172 NukleotidenSie sind in hoher Kopienzahl von 18106 pro Wirtszelle
vorhanden (Lerner et al. 1981 Howe and Steitz 198¢. Da sie vermutlich in allen Latenztypen
vorhanden sind, werden sie auch als Marker latenter Infektionen verwendefBarletta et al.
1993). Da sie allerdingsnicht in jeder Zelle und zu jedem Zeitpunktvorhanden sind, kanndie
Abwesenheit der EBERs nicht als Abwesenheit eineinfektion von EBV interpretiert werden

(RaabTraub 2007). Ihre Expression scheint nicht essentielfiir eine Tranformation zu sein.

1.2.3.2 Lytische Phase

Von Zeit zu Zeit findet eine Reaktivierung des Virus, d.h. einen Eintritt in dietische Phase statt.
In vitro kann diese Reaktivierungz.B. durch eine Stimulation des HZellrezeptors oder durch
eine Reihe an chemischen Stoffewie Pharbolester, Butyrate und Calciumlonophoren induziert
werden (Kenney 2007. Auch eine Stressinduktion im Endoplasmatischen Retikulum derBelle
oder Zellstress durch Bestrahlungcann den lytischen Zyklus ausloserfTaylor et al. 2011). Des
Weiteren wurde gezeigt, dass TGBeta die lytische Phase in einer BurkitLymphom-Zelllinie
auslosen kann(Fahmi et al. 2000. Die dabei produzierten Virions kbnnenentweder erneut B
Zellen infizieren oder Uber eine Ausschittung tUber den Speichel zur Verbreitung des Virus
beitragen (Shu et al. 1992Lucht et al. 1995 Kenney 2007).

Wahrend der lytischen Phase werden etwa 80 viraleProteine synthetisiert, unter ihnen
Transkriptionsfaktoren, Replikationsfaktoren und Kapsidproteine(Kutok and Wang 2006. Wie
bei anderen Viren wird dabei anhand der zeitlichen Reihenfolge ihrer Induktion zwischen
immediate early(IE), early (E) und late (L) Genen, d.h. sehr frih, friih, und spat transkribierten
Genen unterschieden.|E-Gene kodieren vorallem fir Transkriptionsfaktoren, E-Gene flr
Proteine des Replikationsapparates wie z.Rlie virale DNAPolymerase und LGene u.a. fur die

viralen Strukturproteine.

Der Eintritt in die lytische Phase wird von der Aktivierungder IE-GeneBZLF1 und BRLF1
angefuhrt (Chevallier-Greco et al. 198%. Beide kodieren fur Transkriptionsfaktoren, diesowohl

ihre eigenen als auch andere viral®romotoren aktivieren und somit die lytische Phase einleiten
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und auchden Effekt der urspringlichen Aktivierung verstarken (Flemington and Speck 199b;

Flemington and Speck 1990aRagoczy and Miller 1999 Ragoczy and Miller 200). In manchen
Zelllinien jedoch, z.B. Raiji, kann nur die Expression von BZLF1, und nicoh\BRLF1, die Iytische
Phase einleiten(Ragoczy and Miller 1999.

Die Expression von BZLF1 und BRLHAfihren z.B.zur Expressionder E-GeneBMRF1, welches fur
einen DNAPolymeraseProzessierungsFaktor und Transkriptionsfaktor kodiert, BMLF1, einem
RNAbindenden Protein, BALF5, der viralen DNARolymerase, BBLF4, der Helikaseind BSLF1,
der fur die Primase kodiert(Holley-Guthrie et al. 1990 Kenney 2007).

Zu den LGenen gehtren wie schon erwahnt Gene die z.B. fiir Strukturproteine oder
Rezeptorproteine fir die Wirtszellenerkennung kodieren (z.BBLLF1, welches fir das virale

Glykoprotein gp350/220 kodiert, oder BNRF1, welches fir ein Tegumentprotein kaert).

Unter den L-Genen istaber auch BCLF1, welches fiir vilLO, einem Homolog des Zytokins H10,
welches die ¥totoxische T-Zellantwort reprimiert, kodiert (Hsu et al. 1990 SalekArdakani etal.
2002).

Ursprunglich wurden die lytischen Aitigene in viral capsid antigen (VCA), ety antigen (EA),
und membrane antigen(MA) eingeteilt. Diese Bezeichnungen haben sich zum Teil gehalten,
heute weild man jedoch, dass jede Untergruppe aus einer Vielzahl an Antigenen besi@fitung

et al. 2007).

1.2.4 EBMassoziierte Erkrankungen

Fast alle erwachsenen Individuen weltweit sind mit EBV infiziert, entwickeln aber nie
Symptome. Dieseeingespielte Balance zwischen Immunabwehr des Wirts (vgl1.3) und

Virusvermehrung geht auf wahrscheinlich etwa 90100 Millionen Jahre Koevolution zuriick
(McGeoch et al. 1996

Trotzdem wird eine Reihe anmaligner und nicht-maligner Erkrankungen zu unterschiedlichen
Gradenmit EBV assoziiert.Die Enstehung und Auspragung vieler Erkrankungen hangt hierbei
stark mit dem Immunstatus zusammen:ein geschwachtes Immunsystem beglnstigt das
Auswachsen EBMransformierter Zellen, eine Uberstarke Reaktion bei der Primarinfektion fuhrt

zu den starken Symptomen einer Infektidsen Mononukleose (s.u.).

Eine Assoziation von EBV mit Multipler Sklerose, einer Autoimmunerkrankung, die von
chronischen Entindungen des zentralen Nervensystems gekennzeichnet wird, wird ebenfalls
diskutiert. Hier wére @n mdglicher Mechanismusder Krankheitsentstehung keine zu starke

oder zu schwache Immunreaktion, sonderneine Kreuzreaktion, die die Entstehung
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autoreaktiver T-Zellen und Antikorper begunstigt (Wekerle and Hohlfeld 2003 Salvetti et al.
2009).

Im Folgenden werden die wichtigsten EBVassoziierten Erkrankungen abgehandelt, ein

Uberblick tiber eine Vielzahl weiterer wird inTabelle4 gegeben.

1.2.4.1 Nichtmaligne Erkrankungen

1.2.4.1.1 Akute InfektioséMononukleose

Die haufigste klinische Manifestation ist die Infektiose MononukleosdM)h 1T AAO 1,0 £A E ££A
$0i OAT mteAld & @1.01968. Sie ist Folge einer Primérinfektion mit EBV, tritt aber fast
ausschlieBlich bei junga Erwachsenen aufWie schon erwahntfindet die Priméarinfektion in der

Regelschon im frilhen Kindesalter stattund verlauft asymptomatisch (Odumade et al. 2011

Pro Jahr erkranken etwa 60100 von 100000 Personen in der kaukasischen Bevolkerung, eli

meisten im Alter von 13-25. Im fortgeschritteneren Lebensalter gibt es praktisch keine Falle

mehr, da zu diesem Zeitpunkt fast alle infiziersind.

Klinische Symptome dieser selbstlimitierenden lymphoproliferativen Erkrankung sind
Halsschmerzen, FieberAdenopathie, Splenomegalieperiphere Lymphozytose und Mudigkeit.
Sie bilden sich ersteinige Woden nach der EpsteirBarr-Virus-Primarinfektion aus. Zu diesem
Zeitpunkt sind hohe Titer an infektibsem Virus in Speichel und Rachenausstrich zu finden, die
auf einen hohen Grad aktiver VirusReplikation zurtickzufiihren sind (Gerber et al. 1972. Auf
dem Hohepunkt der Infektion sind 0,1z 1% der peripheren BZellen mit dem Virus infiziert,
was etwa dem 100610000fachen gegentiber der Anzahl in latent infizierten darstell{Khan et
al. 1996, Kutok and Wang 200§. Diese exprimieren die Proteine der Latenzstufe Ill, was darauf
hinweist, dass eine Virugnduzierte B-Zellproliferation mafigeblich an der Zunahme Virus

infizierter B-Zellen teilhat (Tierney et al. 1999.

Der Name Infektiose Mononukleose geht auf die Beschbeing von Sprunt und Evangzuriick, die
bei dieser akuten ansteckenden Erkankung ungewdhnlich groBe mononukleare Zellen im Blut
beobachteten (Sprunt and Evans 192). Heute ist bekannt dass es sich dabei um atypische,
aktivierte CD8+ T-Zellen handelt, von denen die meisten wahrsclwich auf das Virus reagieren

und einen GrofR3tel zum Krankheitsbild beitragen.

1.2.4.1.2 Chronisch aktive EBMfektion

Die Chronischeaktive EB\tInfektion (CAEBV)ist eine seltene Erkrankung, bei der entweder
chronisch oder immer wiederkehrend Symptome einer IM auftreten. Diégmmunantwort der

Patienten weicht von dereines gesunden latent Ifizierten ab, so haben sie hohe Titer an IgG
VCA(Viral Capsid Antigephund IgGEA (Early Antiger), aber keine EBNAspezifischen Antikorper

(Hjalgrim et al. 2007). Des Weiterenhaben die Patienten eine niedrigere Frequenan EBV



Einleitung Das EpsteirBarr-Virus 23

spezifischen CD8+ FZellen ab GesundgSugaya et al. 2004 Im Gegensatz zweiner IM handelt
es sichbei der CAEBVUm eine potentiell lebensbedrohliche Erkrankung mit hoher Morbiditat;
Komplikationen, die auftreten kdnnen, sind z.B. ein hAmophagozytisches Syndrom, interstitielle
Pneumonie, Lymphome, Aneurismen der Coronararteriend Beeintrachtigungen des Zentralen

Nervensystems(Kimura et al. 200J).

1.2.4.2 Maligne Erkrankungen

1.2.4.2.1 PosttransplantationsLymphoproliferation

Das lymphomagene Potential von EBV wird wohl am starksten beim Krankheitsbild der
Posttransplantations-Lymphoproliferation ( PostTransplantation Lymphoproliferative Disorder
PTLD deutlich. Hierbei handelt sich um eineheterogene Gruppe von lymphoproliferativen
Erkrankungen, meist B-Zell-Neoplasien die in der Folge von Transplantationen und der damit
verbundenen Immunsuppression auftreten kdnen (Starzl et al. 197Q Penn 1978. Sievariieren
in ihrer Schwere und ihrem Phanotyp va spontan regrederender polyklonaler B-Zellexparsion
bis zu lewler klonaler B-Zellproliferation, die nicht von einem NorHodgkin-Lymphom
unterscheidbar ist (Gottschalk et al. 2005p. 90% der PTLDs sind EBYositiv (EBV-PTLD) (Paya
et al. 1999. Bis zu 25% der Empfanger einer klgenen hamatopoetischen
Stammzelltransplantation (HSZ') entwickeln nach Transplantation eine PTLD. i@ Krankheit
entwickelt sich meist im ersten Jahr nach Transplantation, die Inzidenz ist schwankeri@urtis
et al. 1999 Gottschalk et al. 2005x

Standardherapien bei PTLD sind der monoklonale artCD20 Antikdrper Rituximab (Roche),
Chemotherapeutika, Bestrahlungstherapieund eine Reduktion der Immunsuppression. Etwa
50% der PTLDPatienten reagieren nicht auf die Behandlung mit Rituximab und die kombiniegt
Behandlung mit Chemotherapeutika hat schwere, teilweise sogar todliche Nebenwirkungen.
Eine Reduktion der Immunsuppression bei PTLD nacB®rgantransplantation (OT) erhoht die

Gefahr einer Abstol3ungsreaktion(Montserrat 2012).

T-Zell-abgereicherte Donorzellen einezugrundeliegende Immundefizienz des Empfangersder
eine zur Vorsorge oder Behandlung einelGraft versus Host Diseas@gvHD) durchgefihrte
intensive Immunsuppression mit anti-T-Zell-Antikérpern (ATG, anti-thymocyte globulin
erhtéhen die Inzidenz von PTLD signifikan{Gottschalk et al. 2005p. Vice versdst der adoptive
Transfer von EBVspezifischen FZellen auferst erfolgreich sowohl bei Prophylaxe als auch
Therapie einer PTLD(Rooney et al. 1998 Wilkie et al. 2004 Haque et al. 2007 Haque et al.
2010; Heslop et al. 2010 Moosmann et al. 2010 Icheva et al. 2012, sehe auch 1.4. Werden
aulRer T-Zellen auch BZellen depletiert, wird die Inzidenz einer PTLD verringert (Cavazzana
Calvo et al. 1998. Dadurch wird die Role der zellularen Immunitét in der Verhinderung eines

Auswachsens transformierter BZellen eindrticklich demonstriert.
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Alle EBVtassoziierten malignen Erkrankungen sind mit der Latenzphase des Virus assoziiert,
EBWPTLD meist mit dem LatenZTyp Il (s. Tabelle 3), was heiRt, dass samtlicha),, A @ ARTUA O
von EBV, wie EBNA EBNA2, EBNA3A, EBNA3B,EBNA3C,EBNALP, LMP1, LMP2, die BARTs und
die nicht-polyadenylierten viralen RNAs, BERL und EBER2 exprimiert werden. Dieses
Genexpressionsmuster ist auch in Zelllymphomen von Patienten mit congenitaler oder

erworbener Immunschwache zu finden.

Dem heterogenen Erscheinungsbild entsprechend kaneBW-PTLD aus EB\infizierten B-Zellen
verschiedenster Enwicklungsstadien, wie naiven BZellen, GedéachtnisB-Zellen oder atypischen

aktivierten B-Zellen nach Reifung im Keimzentrum entstehe@ilimms et al. 2003.

1.2.4.2.2 Burkitt-Lymphom

Das Burkitt-Lymphom (BL) ist ein sehr aggressiver Tumoy der sich oft als extranodales
Lymphom oder Leuk&mie prasentiert(Hjalgrim et al. 2007). Es werden drei Typen des BLs
unterschieden: das endemische,das sporadischeund das HI\fassoziierte BL (WHO). Beim
endemischen Typ handelt es sich um die erstmals von Denis Burkitt bésizbene, in
Aquatorialafrika und PapuaNeuguinea verstarkt vorkommende Form. Hier sind pro Jahr 1200
Falle pro 1 Individuen betroffen, meist Kinder und junge Erwachsene. Bei dieser Form ist die
Assoziation mit EBV sehr stark; nahezu 100% der Tumorzeih sind mit dem Virus infiziert
(Kutok and Wang 2006. Die sporadische Form kommt unabhdngig von geographischen
Gegebenheiten auch hauptsachlich bei jungen Erwachsenen und Kindern vor. Sie ist weitaus
seltener (2-3 Falle pro 10 Individuen), und auch weit weriger mit EBV assoziiert. In Europa und
den Vereinigten Staaten sind nur etwa 180% der Falle EBVassoziiert (Rickinson and Kieff
2001). Auch die HI\fassoziierte Form ist nicht so stark mit EBV assoziiert, die Prozentzahl
schwankt zwischen 30 und 8QHecht and Aster 2000).

Das sine qua nondes Burkitt-Lymphoms ist eine Chromosomentranslokation, die das
Protoonkogen c-myc auf Chromosom 8betrifft. Durch eine Translokation kommt es zu einem
Austausch von genetischem Material mit einem Lokus fur ein ImmunglobulingefShiramizu et
al. 1991).

Trotz der starken Assoziaion von EBV mit BurkittLymphom ist die Infektion weder
ausreichend noch nétig fir die Tumorbildung.Die Role von EBV in der Tumorgenese kdnnte
hierbei eine Erhéhung der genomischerinstabilitéat in einer B-Zellpopulation und damit eine
Unterstitzung der c-myTranslokation sein Alternativ konnte eine EBWInfektion das
nl Ul DPETT ACAT AO 01 OATcocAtanslokdidnAethohen Aihdl shmit leiked
biologischen Vorteil fir die Tumorzelle dastellen (Kutok and Wang 2006. Bei EBV\/positiven
und EBVnegativen BLs kdnnte es sich auch um schlichtweg unterschiedliche Entitdten handeln
(Bellan et al. 2005.
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1.2.4.2.3 Klassishes HodgkikiL.ymphom

Das klassische Hodgkisbymphom (HL, Morbus Hodgkin) wird charakterisiert durch die
Anwesenheit klonaler, multinukledrer ReedSternberg Zellen die in Uber 98% der Falle ihren
Ursprung in B-Zellen des Keimzentrums haben. Ein weiteres Manal sind reaktive
inflammatorische  Zellen wie  Granulozyten, T-Lymphozyten, Phsmazellen und
Gewebsmakrophagen, die diese rosettenartig umringefHjalgrim et al. 2007). Etwa 10-15%
aller malignen Lymphore sind dem Morbus Hodgkin zuzuschreiber{Hjalgrim et al. 2007).
Meist sind Lymphknoten, Milz, Knochenmark und Leber betroffen. Das Hodgkitymphom wird
nach historischen Kriterien in eine gemischtzellige, eine nodulésklerosierende, eine
lymphozytenarme und eine lymphozytenreiche Form unterteilt. 486 der Féalle sind EBY

assoziiertund meist der gemischtzelligen Form zuzuordneriKutok and Wang 2006.

1.2.4.2.4 NasophaynxKarzinom

Das NasopharynxKarzinom (NPC,Nasopharyngeal Carcinompaist ein epithelialer Tumor, derin
zwei grof3e Siptypen unterteilt wird; einen verhornenden und ein nicht-verhornenden. Der
nicht-verhornende Typ ist bei weitem der Haufigste, und hier zeigen nahezu 100% der Tumore
eine EBVInfektion (Klein et al. 1974 Niedobitek et al. 199]). NasopharynxKarzinome sind
global betrachtet relativ selten, eine hdhere Inzidenz wird in Stdostasien und in China erreicht
mit etwa 20-30 Fallen pro100000 Einwohner undJahr(Yu and Yuan 2002



26 Einleitung Die Immunantwort gegen EBV und EBAssoziierte Erkrankung

Tabelle4: EpsteinBarr-Virus assoziierte Erkrankungen. Modifiziert gdsitok and Wang 2006

Nichtmaligne Erkrankungen

Akute Infektibse Mononukleose
Chronisch Aktive Infektion
Orale Haarleukoplakie
Multiple Sklerose
Maligne B-ZelFTumore bei Immungeschwéchten
Bei erworbener Immunschwéache
AlDSassoziierte EZellLymphome
PostTransplantationd.ymphoproliferation (PTLD)
Lymphomatoide Granulomatosis
Methotrexat-assoziiertes ZellLymphom
Bei erblich bedingtdmmunschwache
B-ZellLymphome assoziiert mit einem schweren kombinierten Immundefekt (S&Bre
combined immunodeficiengy
B-ZellLymphome assoziiert mit dem Wiskettdrich Syndrom
B-ZellLymphome assoziiert mit derchiromosomaledymphoproliferativen Erkrankung
Maligne mesenchymale Tumore
Leiomyosarkom
Maligne BZelFTumore bei Immunkompetenten
Burkitt-Lymphom
Klassisches Hodgkirtymphom
Maligne FZelFTumore
Extranodales NEell/T-ZellLymphom, nasal
Virusassoziiertes hdmophagozytisches SyndregelFLymphome
Maligne Epithelzelltumore
Nichtglanduldres Nasopharyiéarzinom
MammaKarzinom

Leberzellkarzinom
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1.3 Die Immunantwort gegen EBVund EBVassoziierte
Erkrankungen

Obwohl tber 90% derWeltbevolkerung latent mit EBV infiziert sind bleibt die Infektion bei den
meisten ihr Leben lang ohne Symptome. Dass hierfir die Immunantwort des Wirts gegen EBV
von zentraler Bedeutung ist, spiegelt sich in der Reihe von potentiell lebensbedrohlichen
Komplikationen wie PTLD oderAlDSassoziiertem B-Zell-Lymphom wider, die auftreten kénnen,
wenn die Immunkontrolle des Wirts geschwacht ist (vgl.1.2.4). Eine EBVInfektion fuhrt bei
Gesunden zurEntwicklung einer humoralen wie auch einer zellularen Immunitat gegendas
Virus. Antikbrper gegen virale Strukturproteine und die EBNAProteine werden zwar als
Diagnostikum verwendet, trotzdem tragt die humorale Immunantwort weit weniger zur
Kontrolle der Infektion bei als EBVspezifische FZellen (Rickinson and Moss 1997Landais et al.
2005).

Der Grof3teil der Kenntnisse Uber eine Immunantwortwahrend der Primérinfektion stammt aus
IM-Patienten, da bei den anderen die Primanfektion asymptomatisch ablauftund daher nicht
diagnostiziert wird. Da allerdings die Inkubationszeit von EBV bis zum Ausbruch der IM
geschatze 5-7 Wochen betragt, ist auch Uber diesen Zeitraum wenig bekanf@@dumade etal.
2011).

Wahrend der Primérinfektion kommt es zu einer &auferst starken dZellantwort, die zum
Grofdteil aus CD8+ TZellen besteht. Dieprimare CD8Antwort ist relativ oligoklonal (Annels et
al. 2000), einzelne epitopspezifische CD8+-Zellen kénnen zu diesem Zeitpukt bis zu40% aller
CD8+ FZellen ausmachen. Die meisten CD8+ Antworten richten sich dabeigge IE oder &
Antigene, nur 0,15% aller CD8+ FZellen erkennen zu diesem Zeitpunkt latente Antigene,
darunter hauptséchlich EBNA3A, 3B und 3CHislop et al. 2007. Diese stark gegn lytische
Antigene gerichtete CD8+ IZellantwort wird nach Abklingen der Primarantwort reduziert und
ein GedachtnisT-Zellrepertoir e etabliert. Bei gesunden latent Infizierten sind etwanoch 0,22%
der CD8+ TZellen spezifisch fir ein bestimmtes lytisches Epitop und 0,051% fir ein
spezifisches latenteg Benninger-Doring et al. 1999 Bihl et al. 2006 Hislop et al. 2007. Im Alter
kénnen EB\tspezifische CD8+ FZellen sowohl quantitativ als auch prozentualwieder ansteigen
bei augenscheinlich gesunden Individuen tUber 6@ann der Anteil epitopspezifische T-Zellen
bis zu 14% betragen(Ouyang et al. 2003. Dieser Effekt wird interessanterweise abgeschwacht,
wenn eine Koinfektion mit dem humanen Cytomegalievirus (CMV) vorliegt. Hier findet
stattdessen eine starke Expansion CMspezifischer T-Zellen statt, die die Expansion EBV
spezifischer TFZellen zubehindern scheint (Khan et al. 2004. In Hislop et al 2007 sind die bis
dato bekannten EBVspezifischen Epitope aufgeliste{Hislop et al. 2007 .
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EB\+spezifische CD4+-Zellantworten sind im Vergleich zu den starken CD8+-Zellantworten
um einiges schwacher, weswegesie lange Zeit weniger Beachtung fandefiPrecopio et al.
2003). Die CD4+ JZellantwort wahrend der Primarantwort ist im Gegensatz zur CD&ntwort
nicht oligoklonal (Maini et al. 2000. Trotzdem gibt es einen Anstieg EBSpezifischer CD4+ T
Zellen zu diesem Zeitpunkt die nach Abklingen der primaren Antwort auf etwa ein Viertel
schrumpfen, und ebenfalls ein @dachtnisT-Zellrepertoire bilden (Amyes et al. 2003. CD4+
EB\spezifische Gedchtnis-T-Zellen haben meist einen Thl-Ph&notyp und exprimieren
vorallem IFN-r und TNF, eine kleinere Anzahl aucHL-2 (Steigerwald-Mullen et al. 200Q
Bickham et al. 2001 Amyes et al. 2003. Die Zellen sind CD45R0O+, ddie haben keinen TEMRA
Phanotyp, und exprimieren im Gegensatz zu CM3pezifischen CD4+ Gedachtniszellen CD27 und
CD28(Hislop et al. 20073.

CD4+ FZellen erkennen sowohlatente als auch Iytische Antigene. Unter den latenten wurde vor
allem EBNAL als immundominant beschrieben, gefolgt von den anderen EBR#oteinen und
den LMPs(Leenet al. 2002, Ning et al. 201). Wahrend der Fokus der EBépezifischen CD8+
Antwort auf IE-und E-Antigene gerichtet ist, ist das Spektrum der Erkennung von lytischen
Antigenen durch CD4+ TZellen sehr weit gefachert(Merlo et al. 201Q Long et al. 201). Durch
die grof3e Anzahlan exprimierten Proteinen istsie noch nicht ansatzweisevollstéandig erforscht.

Auch won EBVspezifischenCD4+ FZellen mit zytotoxischen Eigenschaften(CD4+ CTLs)wurde
schon mehrfach berichtet CD4+ CTLdreiben ihre Zielzellen z.B. Uber Fakigand in Apoptose
(Wilson et al. 1999. Zum Beispiel wurde von EBNA3spezifischen CD4+ Zellen berichtet, die
EBVtinfizierte B-Zellen liberden Fas/FasLigand-Wegtoten (Paludan et al. 2002Nikiforow et al.
2003). Es wurde aber auch schon mehrfdciiber CD4+ EB\spezifische FZellen berichtet, die
ihre Zielzellen Gber die Expression von Granzym Rind Perforin direkt téten, z.B. LMP
spezifische CD4+ CTL§Haigh et al. 2008, oder CD4+ CTLs spezifisch flytische Antigene
(Adhikary et al. 2006 Merlo et al. 201Q Long et al. 201). Des Weiterenwurden Granulysin
positive CD4+ Zellen in mit LCLs stimulierten EZellkulturen detektiert (Sun et al. 2002. All
diese Experimente wurden zwarin vitro durchgefiihrt, CD4+ TZellen, die ohne vorherigen vitro
Reaktivierung auf PeptidStimulation CD107aexprimieren, wurden jedoch auch beobachtet
(Ning et al. 201).CD107a ist ein Maker fur Degranulation, der mit Z/totoxizitat assoziiert wird
(Betts and Koup 2004 und dessen Oberflachenexpression auch schon bei CD4+ CTLs mit

Zytotoxizitat assoziiert wurde (Long et al. 201).

Diese Fahigkeitendie sie neben derklassischen Helferolle zu echten Effektoren machsowie
die Tatsache, das8-Zellen, ausdenendie meisten EBV-assoziierten L&ionen erwachsen, MHC
Klassell-positive Zielzellen sind, lie das Interesse an der EB3pezifischen Immunantwort von

CD4+ TFZellenin den letzten Jahreransteigen(Omiya et al. 2002Heller et al. 2009.
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1.4 Immuntherapie bei EBVassoziierten Lymphomen

1.4.1 LCLstimulierte T-Zelllinien gegenPTLD

Der Erfolg, den T-Zellen bem gesunden Infizierten bei der Kontrolle Gber den Virus haben
inspirierte schon vor fast 20 Jahrenzu der Idee, EB\fassoziierte Tumore mit einem adoptiven
Transfer von EBVspezifischen FZellen zu behandeln Nach einigen praklinischen Versuchen
wurde die erste Infusion EBVspezifischer TZellen schon 1995 bei Patienten nach
hamatopoietischer Stammzelltransplartation (HSZT) durchgefihrt, entweder zur Prophylaxe
oder nach ersten Zeichen einer EBYReaktivierung (Rooney et al. 199%. Da sich der Transfer &
sicher und erfolgreich erwies und EBVADNA-Reaktivierungen zurickgingen, wurde an den
ersten Erfolg bald angeknipft(Heslop et & 1996a Rooney et al. 1993. Bei dentransferierten
EB\spezifischen Zellenhandelte es sich um plyklonale Zellen, diedurch eine Kokultivierung
von Donor-Lymphozyten mit autologen EBVinfizierten B-Zellen (LCLs) generiertwurden. Die
infundierten Zellen waren genetisch markiert, was ihren Nachweis im Kdrper des Behandelten
ermdglichte. Die Zellen waen bis zu drei Jahre nachweisbatHeslop et al. 1996h. Nach einer
Langzeitfolgestudie in der Heslop et all14 Patientendurchschnittlich fir 10 Jahre nachHSZF
Transplantation und adgtivem Transfer beobachtete, verzeichneteliese Strategie eine 80%ige
Erfolgsquote bei einer Behandlungund eine 100%ige Erfdgsquote bei der Prophylaxe einer
PTLD. Die Studien wurderin drei Zentren durchgefiihrt und erwiesen sich als siche(Heslop et
al. 2010). Ein Nachteil dieser Strategie ist die Zejtdie bendtigt wird, um EBVspezifische F
Zellen zu generieren Diese betragt mehrere Wochen bigur Generierung autologer LCL&ind
zusatzlich mehrere Wochen beider die eigentliche Kokultivierung von PBMCs mit LCLs
stattfindet (Rooney et al. 1998. Daher ist die Strategie bei dringenden klinischen Fallen nicht
anwendbar. Des Weiteren lasst sich das Konzept schwer bei Empfangern von
Organtransplantaten einsetzen. Aus diesem Grund etablierte dieGruppe um T. Haqueaus
Edinburgh eine Bank mit cryokonservierten polyklonalen EBV\fspezifischen FZellen, die tber
95% der in GroRbritannien verbreiteten HLA-Haplotypen abdecken(Wilkie et al. 2004). Diese
waren ebenfalls Uber eine Kokultivierung mit autologen LCLs generiert worderNach einem
erfolgreichen Einzelheilversuch, bei dem Zellen aus der Bank mit einem partiell passenden HLA
Typ zur Behandlung einer bestehenden PTLD nadDT verwendet wurdenund eine komplette
Remission erzielt wurde(Haque et al. 200}, wurde eineMulti-Center Studie der Phase Il an 33
Patienten nach OT31 Patienten) oder HSZT(2 Patienten) durchgefuhrt (Haque et al. 2007. Alle
in der Studie behandelten Pdénten hatten eine durch Biopse bestéatigte PTLDbei der die
konventionelle Therapie scheiterte.21 der 33 Patienten (64%) hatten nach 5 Wochen, 17 (52%)
nach 6 Monaten auf die Behandlung angesprocheri2 bzw. 14 Patienten waren zu den

gegebenen Zeitpunkten in kompletter RemissionDie Autoren verzeichneten eine Assoziation
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zwischen einer hoéheren Anzahl an Ubereinstimmenden HLRoki (A, B oder DR) zwischen
Zellprodukt und Patient und einem besseren Behandlungsergebnis. Das Gleiche galt fiir den
prozentualen Anteil von CD4+ 1Zellen im Piodukt: Ein héherer Anteil an CD4+ Zellen hatte

einen positiven Einfluss auf das Behandlungsergebnis.

Insgesamt erwies sich der adoptive Transfer EBSpezifischer T-Zellen als sicherund eine Graft
versus Host Diseag&VvHD) stellte kein Problem daf(Merlo et al. 2011).

1.4.2 LCLstimulierte T-Zelllinien gegen EBWassoziierte
Tumoreder Latenzstufe Il

Der adoptive Transfer von LCistimulierten T-Zellinien wurde danach ebenso als
Behandlungsstrategie beiHL und NPCgetestet, dieerzielten Erfolge sindjedoch, verglichen mit
der Behandlung beiPTLD, geringer (Bollard et al. 2004 Louis et al. 201Q Merlo et al. 2011). Eine
mdogliche Erklarung wére dabei, dassit LCLs stimulierte T-Zellen ungiinstige Proportionen an
Antigen-spezifischen Zekn beinhalten. LCLs exprimieren wie die L&sionen der PTLBIle
latenten Antigene(vgl. 1.2.3.1, Latenzstufe 1), wohingegen HL und NPC nUéEBNA1, LMP1 und
LMP2 (Latenzstufe Il) exprimieren. Mit LCLs generierte CD8+ “Eelllinien erkennen jedoch von
den latenten Antigenen hauptsachliclEBNA3A, 3B und 3C, nebendbnd E-Genen(Landais et al.
2005; McAulay et al. 2009. Das CD&Kompartiment in diesen Zellprodukten erkennt sogar
vorrangig lytische Antigene (Adhikary et al. 2007). Die stimulierten Zellen erkennen also zu
einem grof3en Teil Antigene die von HL oder NPC nicht exprimiert werdenTatséachlich konnte
der Behandlungserfolg bé z.B. HL durch den Transfer von ¥Zelllinien, die groRere Anteile

LMP2-spezifische Zellen beinhalteten, verbessert werden(Bollard et al. 2007).

1.4.3 Peptidselektionierte FZellen: schnelleres Protokoll
und einebessere Kontrolle Gber die Spezifitat

Die Probleme der Langwierigkeit des Protokolls zur Generierung von EB3pezifischen FZellen
mittels LCLs und der schwierig zu kontrollierenden Spezifitdten innerhalb des Produkts lassen

sich umgehen, wenn man die Zellen aufgrund ihrer Spezifitaten selektioniert.

Moosmann et altherapierten sechs Patienten ntidiagnostizierter PTLD nachHSZT mit T-Zellen,
die aufgrund ihrer Peptidspezifitdt selektioniert wurden (Moosmann et al. 201). Bei diesem
Protokoll wurden PBMCs des Spenders tber Nacht mit 28ublizierten EBV-Epitopen, unter
ihnen 19 Klassel-Epitope und vier Klassell-Epitope, stimuliert und am nachsten Taganhand
ihrer IFN-r -Sekretion magnetisch isoliertDie Autoren konnten damitinnerhalb von 36 Stunden
EB\tspezifische T-Zellen selektionieren, die sofort verabreicht werden kannten. Pro Patient

wurde eine einzelneDosis von durchschnittlich 4x1® Zellen verabreicht. Alle Patienten waren
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zuvor konventionell (Reduktion der Immunsuppression, Rituximab, Cidofovir) behandelt
worden. Drei der Patienten waren mit PTLD in einem frilhen Stadium diagnostiziert worden. Bei
allen dreien konnte eine Expansion EB¥pezifischer TZellenin vivo detektiert werden und alle
drei gingen in komplette RemissionZwei der drei Patienten waren HLAA*02-positiv und bei
beiden waren sehr hohe Frequenzen aff-Zellen, die die Epitope GLCTLVAML (BMLF1) und
YVLDHLIVV (BRLF1erkennen, vorhanden. Dise Epitope aus IE/EGenenwerden auch von
Zellen gesunder EBMnfizierter haufig erkannt. Bei den beiden Patienten expandierten die
Zellpopulationen in den erstenTagen bisWochen sehr stark, auf bis zu etwa 20% YVLDHLIVV
spezifischeZellen unter den gesamten Limphozyten des peripheren Blutes, um nach etwa 200
Tagen auf normale Werte zusammetuschrumpfen.Der dritte Patient in kompletter Remission
war A*02-negativ und hatte spezifische Zellen fur das B*44 restringierte Epitop VEITPYKPTW
(EBNA3B) und dasMHGCKIlassell Epitop TDAWRFAMNYPRNPTBNRF]). Die drei weiteren
behandelten Patienten litten zum Zeitpunkt des Transfersan einer fortgeschrittenen PTLDmit
Multiorgandysfunktion und starben 1-11 Tage spater an Multiorganversagen. Eine geringe
Anzahl spezifischer TZellen (0,05%) konnte nur bei einem Patienten detektiert werden. Es war

jedoch kene IFN-r -Antwort messbar. Bei den Uberlebenden trat kein&vHDauf.

Icheva et albehandelten zehn Patienten mit diagnostizierte PTLD oder EBWiramie nach HSZT
mit EBNAI-spezifischen FZellen, die ebenfalls anhand ihrefFN-r -Produktion nach Stimulation
mit einem Uberlappenden EBNA1Peptid-Pool selektioniert wurden (Icheva et al. 2012. Die
Patienten erhielten hochstens 25000 Zellen/kg Korpergewicht. Bei acht der zehn Patienten
konnte eine Expansion der Zellerin vivo beobachtet werden, mit einem Rckgang der Virdmie
und Remission der PTLD bei sieben von ihneBechsdieser Patientenlitten an einer refraktaren

PTLD. Es wur@ keineGvHDiber dem Grad 2 durch die Therapie ausgeldst.

Der Adoptive Transfer peptidspezifischer Zellen wurden auch schon zur Behandlungvon
Cytomegalovirusinfektionen bei Patienten nach HSZdurchgefuhrt, die Behandlung erwies sich
als sicher und effektiv. Auch hier wurden die Zellen mit einem Uberlappenden Pool an Peptiden,
hier von dem Antigen pp65, stimuliert und IFN-r sezernierende Zellen selektioniert und

infundiert (Feuchtinger et al. 2010.

Auch gegenAdenovirusinfektionen oder als multivirale Prophylaxe wird die Strategie der
SelektionIFN-r sezernierender Zellen nach Stimulation mit Peptidpools getestéFeuchtinger et
al. 2008 Lugthart et al. 2012.
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1.5 Reverse Immunologie:
DasEpitop-Vorhersageprogramm SFPEITHI

$A0 nEl AOOE @ Aeck duthe hath(GZelepitopdndzw. denjenigen Peptiden innerhalb
eines Proteins, welche von Zellen erkannt werden konnen ist, peptidreaktive T-Zellen zu
isolieren, und ihre Spezifitdt zu identifizieren.Da die erste Voaussetzung fur eine Erkennung
durch die T-Zelle die Prasentation des R#tids durch ein MHCGMolekdl ist und verschiedene
HLA-Molekile unterschiedliche Peptignotive bevorzugen (s.1.1.2.4, lassen sich mit diesem
Wissen mdgliche Liganden, und damit Epitopkandidaterin silico vorhersagen. Diese kdnnen
hernachin vitro auf ihnre Immunogenitét getestet werden. Dieser reverse Ansakann gegeniiber

dem klassischen Zeit und Geld sparen.

Das online zugangliche Programm SYFPEITHI (www.syfpeithi.de) bietet, neben einer auf

Publikationen basierenden Datenbank mit mehr als 4500 Klassd- und Klassell-MHGLiganden
und T-Zelepitopen, die Mdglichkeit, HLArestringierte T-Zellepitope vorherzusagenj n ADE OT P A
predictiil T Q8

Die Vorhersage basiert auf publizierten Peptidmtiven von T-Zellepitopen und
massenspektrometrisch identifizierten natirlichen Liganden SYFPEITHI betrachtet die
beobachteten Anker und Hilfsankeraminosauren an den jeweigjen Positionenund auch weitere
als haufig beobachtete Aminosauren. Mitlfe dieser wird ein Score(Zahlenwert) zur Vorhersage
der Bindungswahrscheinlichkeit an das jeweilige HLAMolekul errechnet. Die Aminoséuren
eines Peptids erhalten Punkteje nach ihrer Position als Anker, Hilfsanker oder als ein
bevorzugter Rest an einer bevorzugten Position. Ideale Ankaranosauren erhalten 10 Punkte,
undbliche Anker erhalten 6 bis 8 Punkte, Hilfsanker 4 bis 6 Punkte und bevorzugte Restel 1
Punkte (Rammensee et al. 1999 Da die Kenntnis um bevorzugte Anker und Motive aus
tatsachlichen Liganden und/oder Epitopen stammen, fliel3t in das Vorhersageergebnis nicht nur
die Bindungsaffinitat eines Peptids zum HLAolekil, sondkern auch die Wahrscheinlichkeit

prozessiert zu werden,ein.

In der Regel enthalten die bestbewerteten 2% aller mdgihen Peptide eines Proteins

vielversprechendeKandidaten fiir T-Zellepitope.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Epstein-Barr-Virus (EBV) ist einer der erfolgreichsten humanotropen Viren Uberhaupt, nahezu
jeder Erwachsene weltweit istlatent mit ihm infiziert . Das Fehlen einer funktionierenden EBV
spezifischen zellularen Immunabwehr kannjedoch zum Auswachsen itansformierter B-Zellen

fuhren. Dieser Zusammenhang wird zum Beispiel bei Transplantationsempfangermulie eine
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Immunsuppression erhalten, sehr klar demonstriert; der Grad der Immunsuppression korreliert
mit der Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Posttransplantationslymphoproliferation
(PTLD). Die Gabe von EB¥pezifischen FLymphozyten erwies sich ddei sowohl in der
Therapie als auch in der Prophylaxe als wirksam und komplikationsarm. Die meisten
Erfahrungen wurden hierbei mit EBVspezifischen FZellen, die mit aublogen EBVinfizierten B-
Zellen kokultiviert wurden, gemacht. Leider ist das mehrere Wohen dauernde Protokoll
langwierig und aufwandig. Das Anlegen einer Bank kokonservierter EBV-spezifischer T-Zellen
als Alternative ist mit hohem logistischem Aufwand verbunden. Ein weiterer Nachteil ist die
unter Umstanden grofRe Heterogenitat verschiedesr Zellprodukte und die fehlende Mdglichkeit,
aktiv Einfluss auf die genaue Spezifitdt der Zellen zu nehmen. Erste Therapiewersuche mit
peptidselektionierten T-Zellen bei PTLDzeigten sich ebenfallsals erfolgreich. Mt einer Dauer
von weniger als zweiTagenvom Vollblut zu aufgereinigien EBVtspezifischen FZellen war diese
Strategie auchum ein Melfaches schneller.Hierfir missen allerdings EBWspezifische Epitope
bekannt sein. Die CD4+ -Eellantwort gegen EBVist weniger ausgepragtals die CD8+ T
Zellantwort und fand daher lange Zeit weniger Beachtung. Haque et.altellten jedoch fest, dass
ein hoherer Anteil an CD4+ Zellen in EBSpezifischen FZelllinien sogar mit einem besseren

Behandlungsergebnis bei PTLD korreliert.

Ziel der Arbeit war esdaher, CD4+T-Zellepitope von EBV zu identifizierendie fur die Selektion,
Generierung oder Expansion EB¥pezifischer T-Zellen verwendet werden kdnnen.Hierfir
sollten in silico vorhergesagte Epitopkandidaten aus bekannten Antigesm auf eine Erkennung
von EBV/spezifischen TZellen gesunder Blutspender getestet werden. Da virusspezifische CD4+
T-Zellen hauptséachlich Thipolarisiert sind (vgl. 1.1.1.3, sollte eine spezifische Erkennung
durch den Nachweis einer spezifischenlFN-r-Produktion gezeigt werden. IFN-r ist ein
Leitzytokin der Th1l-Zellen.

Gesucht wurde nach Epitopen, die vorCD4+ Zellen einesGrof3teils der latent infizierten
Erwachsenen erkannt werden. Es ist zu erwarten dass haufig erkannteEpitope (FREPSs,
frequently recognized epitopgs eine wichtige Rolle bei der erfolgreichen Kontrolle
Immunkompetenter Uber den Virus spielen. Des Weiterenhaben haufig erkannte Epitope den
Vorteil, dass sievermutlich Uber verschiedene HLATypen hinweg promiskuitiv prasentiert
werden und damit zur Selektion oder Amplifikation EBVspezifischer CD4+ 7TZellen

verschiedener Spendemit unterschiedlicher HLA-Typisierung verwendet werden kénnen.

AulRerdem sollten Epitope derartig kombiniert werden, dass siein ihrer Kombination zur
Stimulation EB\spezifischa T-Zellen von praktischjedem EBVinfizierten Spender verwendet

werden kénnen.
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2 MATERIAL& METHODEN

2.1 Puffer, Reagenzien und Verbrauchsmaterialien

2.1.1 Puffer und Medien

2.1.1.1 Puffer und Waschpuffer

PBS/BSA
PBS/Tween

Permwash

StandardFACSPuffer (PFEA

FACSFixierpuffer (FACSFix)
PBSE

FACSFix

Capture-Puffer
Kopplungspuffer

Lysepuffer (2x)

Trypanblau

MACSPuffer

2.1.1.2 Kultiviermedien
Einfriermedium

Auftaumedium

T-Zellmedium (TZM)

B-Zellmedium (BZM)

PBS mit 0,5% BSA

PBS mit 0,05% Tween

PBS mit 0,1% Saponin, 0,5% BSA, 0,02%

Natriumazid

0"3 T EO ¢bpb EEOQOUAET AEOEOEA
56°C) FCS, 2 mM EDTA, 0,01% Natmazid

PFEA mit 1% PFA

PBS mit 2 mM EDTA (Roth)

FACS Puffer PFEA mit 1% Formaldehyd

PBS mit 0,5% BSA und 2 mM EDTA

0,5 M NacCl, 0.1 M NaHG(pH 83

33 ml PBS, 400ng CHAPS, 1 Tablette

Proteasenhibitor O# 1 | b1 AOAd6h 271 AEA
PBS, 0,05% Trypanblau, 0,01% NaN

PBS, % BSA, 2 mM EDTA, sterilfiltrieren

FCS mit 10% DMSO

IMDM mit 3 pg/ml DNase, 1% PenStrep, 25

pg/ml Gentamycin

IMDM mit 1% PenStrep, 25 pg/ml

Gentamycin und 5% humanes Plasma

IMDM, 10% humanedlasma, 2 mM
Glutamin, 5 pg/mlHumartinsulin, 15

pg/ml Gentamycin
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LCL-Medium

NIH-Medium mit/ohne G418

2.1.2 Reagenzien
AbC antimouse bead kit
AbC anttrat/hamster bead kit
Anti-PEMicrobeads
ArC bead kit
Bovines Serumalbumin (BSA) /8059
Brefeldin A
CHAPS
CNBiz&ktivierte Sepharose
CompBead Set
Cyclosporin A
Cytofix/Cytoperm
Descosept AF
Dimethylsulfoxid (DMSQ
DNase |
EDTA
Ethanol vergallt
ExtrAvidin Alkalische Phophatase
FACSClean, FACRinse, FACElow
Fotales Kalberserum(FCS
G418
Gentamycin

Glutamin

RPMI mit Glutamax & Hepes + 10%
hitzeinaktivertes FCS, 1% PenStrep, 0,05

[ - -WE

DMEM mit 10% FCS1% PenStrep, + 1
mg/ml G418

Invitrogen

Invitrogen

Miltenyi

Invitrogen

Sigma

Sigma

AppliChem

GE Healthcare

Becton Dickinson
Sandimmun, Sandoz
BectonDickinson

Dr. Schuhmacher GMBH
Merck

Roche

Roth

SAV Liquid Production
Sigma

Becton Dickinson
PAA Laboratories
Biochrom

Cambrex Bioscience Verviers

Lonza
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GolgiStop Becton Dickinson
H-O doppelt destilliert (4aH20) mit Heraeus Destamat Bi 18 E
Humanes Plasma gepooltes Plasma verschiedener

Vollblutspenden, selbsthergestellt,

hitzeinaktiviert

Human-Insulin Sigma

IMDM + 25 mM Hepes + {Glutamin Lonza

lonomycin Sigma
Lymphozyten-Separationsmedium (Ficoll) PAA Laboratories
Lysetol Schiulke
Natriumazid NaNs Merck
Paraformaldehyd, min. 37% (PFA) Fluka

PBS ohneCa2, Mg2 BioWHITTAKER
Penicillin/Streptavidin (PenStrep, 100x) PAA Laboratories
Leukagglutinin (PHAL) Sigma
Phytohdmagglutinin (PHAP) Sigma
Phorbol-12-myristat-13-acetat(PMA) Sigma

Proleukin IL-2 Chiron

001 OAAOCAET EEAEOI O O#1 1 Roche

RPMI 1640 + 25 mM Hepes +Glutamax Gibco

Saponin from quillaja bark Sigma
Staphylococcal Enterotoxin B Sigma

aus Staphylococcus aureus (SEB)
Trifluoressigsaure (TFA) Applied Biosystems
Trypanblau Merck

Trypsin/EDTA Lonza
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2.1.2.1 Verwendete Antikorper und Farbstoffe

Tabelle5: Fur durchflusszytometrische Analyseerwendete Antikérper und Farbstoffe

Antikorper gegen extrazellulare Antigene, die ohne Permeabilisierung verwendet werden

Antigen Fluoreszenzfarbstoff Hersteller  Klon Spezies Eingesetzte
Verdinnung
CD3 Pacific Blue Biolegend UCHT1 Maus  1:100
FITC BD UCHT1 Maus  1:30
CDh4 APCCy7 BD RPA/T4 Maus  1:100
APC BD SK3 Maus  1:50
CD8 PerCP BD SK1 Maus  1:25
PerCP Biolegend SK1 Maus  1:50
PECy7 Beckman  SFC121Thy2D2 Maus  1:120
Coulter
CD19 PE BD HIB19 Maus 15
CD45RO FITC BD UCHL1 Maus 15
CCRY Alexa647 BD 3D12 Ratte  1:20
CD27 FITC BD M-T271 Maus 15
CD62L PECy7 BD DRE&6 Maus  1:25
CD28 PerCPCy5.5 Biolegend CD28.2 Maus  1:10, nt
CD107& FITC BD H4A3 Maus  1:100
Antikorper, die nach Permeabilisierung der Zellen verwendet werden (intrazellulare Farbung)
Antigen Fluoreszenzfarbstoff Hersteller  Klon Spezies Eingesetzte
Verdinnung
IFN- PECy7 BD 4S.B3 Maus  1:400
PE BD B27 Maus  1:200
TNFh Pacific Blue Biolegend Mabl1 Maus  1:120
CDb4 FITC BD Trapl Maus 15
IL-5 APC BD TRFK5 Ratte  1:20
IL-2 PE BD MQ1-17H12 Ratte  1:100
Granzym B Alexa Fluor 647 BD GB11 Maus  1:250
Antigen Fluoreszenzfarbstoff Hersteller  Klon Spezies Eingesetzte
Verdinnung
HLADR Im Haus**  L243 Maus  diverse
HLAA, B, C Im Haus**  W6/32 Maus diverse
HLADQ Im Haus** SPVL3 Maus  diverse
Antigen Fluoreszenzfarbstoff Hersteller  Klon Spezies Eingesetzte
Verdiinnung
Anti-Maus 1gG FITC Jackson polyklonal Ziege  1:200
Col 6QUH Immuno
Research
Reaktionsspezifitdt Fluoreszenzfarbstoff Hersteller  Klon Spezies Eingesetzte
Verdunnung
Amine Aqua Invitrogen - - 1:400

* Wird zur Stimulation zugegeben
** Herstellung im Haus von €alkenburger
Nt: nicht titriert
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Tabelle6: FurELISPGsiverwendete Antikdrper und Farbstoffe

h L€b 9 NEG I yYDLK[L ingS NI ™

hIFNs Sekundarantikdrper-B6-1 Biotin [1 mg/ml]

BCIP/NBT SIGMAFAST

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

12-Well-Platten
24-Well-Platten

5 mI-FACSRoOhrchen
6-Well-Platten
96-Well-Platten 3799
Amici T 51 OOAZth -7#I
Cryoréhrchen, 2 ml

ELISPOTPIlatten MSHAN4B
Falcon-Rohrchen 15 ml, 50 ml
Glasflaschen

MACSSaulchen (LS/MS)

Parafilm

Pipettenspitzen (10001 I, 200t I, 20t 1, 2t 1)

Reaktionsgefalze 1,5 ml, 2 ml
Reservoirs (50 ml, 100ml)

Sterile Spritzen, 20 ml, 50 mi
30AOEI £EI1 OAOh mhgc

Zellkulturflaschen (50 ml, 250 ml, 550 ml)

pm8

t

Corning

Corning

Becton Dickinson

Falcon

Corning
Millipore
Greiner
Millipore
Greiner bio-one
Schott

Miltenyi

Bemis

Starlab

Eppendorf

Corning Incorporated
Becton Dickinson

Corning Incorporated

Greiner bio-one
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2.1.4 Gerate

Analysenwaage (1 m@10 g)
Autoklav

Biologische Sicherheitswerkbank
Dampfsterilisator 16-9 HS1FD
Einfrierbehalter

Ei nkanal pi petten
ELISPOT-Reader CTL
FACS-Canto Il

Feinwaage (10 mg210 g)
Flachschuttler

Gefrierschrank, au20°C eingestellt
Gefrierschrank, auB0°C eingestellt
Inkubator (37°C, 5% C¢)
Kahlschrank, auf 4°C eingestellt
Laborfuge 400

Lichtmikroskop DMIL

LTQ Orbitrap XL

MACS-Magnet

Megafuge

Mehr kanal pi pette
MidiMACS Separator

Mini-Tischzentrifuge

NanoHPLC NanoLC 2D (alteSystem)

(1000

200 ¢

NancUHPLC UltiMate 3000 RSLCnano

Neubauer Zahlkammer, Tiefe QyIm
Peptide Synthesizer ABI 433A

Peptide Synthesizer EPS 221

Sartorius

Fedegari Autoclavbpa
Holten Lamin Air
Sauter

Nalgene

Eppendorf

Cellular Technologies
Becton Dickinson
Sartorius

IKA -Vibrax-VXR
Liebherr

Sanyo

Heraeus Instruments
Liebherr

Heraeus

Leica

Thermo Scientific
Miltenyi Biotec
Heraeus

Abimed

Miltenyi

Qualitron

Eksigent

Dionex
LO-Laboroptik
Applied Biosystems

Abimed
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Pipettierhilfe Pipet Boy Integra Biosciences
Spektrometer Ultrospec 3000 Pharmacia (GE Healthcare)
Tischzentrifuge 5415R Eppendorf

Ultraschallbad Sonorex Super Bandelin
Ultraschal@Vikrospitze Branson Ultrasonic
Ultrazentrifuge LB0 Ultracentrifuge Ti45 Beckman Coulter

Vortexer MS 1 IKA -Works, Inc.

Wasserbad Thermomix Bi8 Braun Biotech

2.1.5 Verwendete Software

BDDiva Becton Dickinson

FlowJo 9.1(Mac) und 7.6 (PC) Treestar

ImmunoCapture 6.1 Cellular Technologies LTD
ImmunoSpot 4.0 Academic Cellular Technologies LTD
MASCOT Server 2.2.04 Matrix Science

Pestle Freie Software von Mario Roeder

am National Institute of Allergy an

Infectious Disease
SigmaPlot 12 Systat Software

Spice Freie Software von Mario Roeder
am National Institute of Allergy an
Infectious Diseast

(http://exon.niaid.nih.gov/spice/)
Thermo Proteome Discoverer 1.1 Thermo Fisher Scientific

Xcalibur 2.0.7 Thermo Fisher Scientific
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2.2 Methoden

Alle Zellkulturen wurden in einem Begasungsbrutschrank bei 5% CG@nd 37°C kultiviert.

2.2.1 Peptidsynthese

Alle Peptide wurden in unserem Labor mittels Fmo# EAT EA O1I 1 0AOOEAEA ( OOOE
und 3 OAE£AT 3 OAOAT T DukncEinsatt kabé&nindi Sonthdsesdsteme der ABIMED

Economy Peptide Synthesiz&PS 221 und der AB433A Peptide SynthesizerNach eganisch

chemischer Aufarbeitung der Syntheseprodukte wurden die Proben im Massenspektrometer

und HPLCqualitativ tGberprift. Die Peptide wurden lyophilisiert und bis zur Losung bei 4°C

aufbewabhrt.

2.2.2 Lo6sung und Aufbewahrung der Peptide

Die lyophilisierten Pegtide wurden mit einer Analysenwaage abgewogen (0,4 1,4 mg)und in
DMSO gelb6st, so dass eine Konzentration von 10 mg/ml erreicht wurde. Nachfolgend wurden die
Peptide in sterilfiltriertem Wasser auf eine Endkonzentration von 1 mg/ml verdinnt, aliquotiert
und bei -80°C eingefroren. Das Losen und Verdiinnen der Peptide erfolgte steril. Es war darauf
zu achten, die Zeit der geldsten Peptide im ungefrorenem Zustand moglichst kurz zu halten, da
eventuell vorhandenes Cystein oder Methionin in DMS@nd Wasser oxidiert werden kann.
Durch eine solche chemische Veranderung konnte die biologische Wirkung des Peptids verloren

gehen.

2.2.3 Isolierung von mononukledren Zellen des
peripheren Blutes ausBuffy Coats

Bei sogenannterBuffy Coatshandelt es sich um ein an Leukozyten reiches Blutprodukt. Es wird

durch Zentrifugation von heparinisiertem Vollblut gewonnen, wobei Plasma und Erythrozyten

UO coinAlT 4AEI AT AACAOOATT O x A atdiskHicBt zvlisdhen n A O £AE
Erythrozyten und Plasma dar.

Es wurden routinemafig wochentlich mononukleare Zellen des peripheren Blutegpéripheral

blood mononuclear cellsPBMCs) ausBuffy Coatsisoliert und bei -80°C bis zur weiteren

Verwendung eingefroren. Die Buffy Coatswurden uns freundlicherweise von Frau Prof. Dr.

Wernet (Zentrum fir klinische Transfusionsmedizin GmbH, HLAabor Universitatsklinikum

Tubingen) zur Verfligung gestellt.
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Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei Zimmertemperatur. Das verwendete PBS wurde zuvor

auf Raumtemperatu erwarmt.

Pro Beutel Buffy Coat wurden 4 sterile 50 ml-ReaktionsgefdaBe mit jeweils 15 ml

, AOET UUOAT OAPAOAOGEIT T OI A A EEuffy Cpatgduiténlads ded Geudlh iD A AOA E C
mittlere, sterile Zellkulturflaschen Uberfihrt, wobei alle Berihrungspurkte des Blutprodukts
(Schlauche des Batels, Schere) zuvor mit 70%Ethanol desinfiziert wurden, und mit PBS auf ein
Gesamtvolumen von 125 ml verdunnt. Daraufhin wurde das verdinnte Blutprodukt vorsichtig
Uber das vorbereitete Ficoll geschichtet (30 ml Blyirodukt / Reaktionsgefal? mit 15 ml Ficoll),
und fir 20 min bei 2000 rpm und ausgeschalteter Bremsfunktion zentrifugiert(715xg,
Megafuge) Im Anschluss wurde die Leukozytenschicht vorsichtig abgesaugt und in frische 50
ml-ReaktionsgefaRe Uberfihrt, wobei @ Fraktionen von zwei ReaktionsgefalRen in einem
vereinigt wurden. Es erfolgte der erste Waschschritt: die Reaktionsgefal3e wurden mit PBS auf
ein Gesamtvolumen von 50 ml aufgefillt und bei 1500 rpnd00xg) fur 10 min abzentrifugiert.

Der Uberstand wurdevorsichtig abgeschuttet und das Zellpellet gebrochen. Auf diese Art und
Weise wurde ein weiteres Mal gewaschen, wobei die Zentrifugationegchwindigkeit auf 1300
rom  (300xg) verringert wurde. Durch das sukzessive Herabsetzen der
Zentrifugationsgeschwindigkeit sollen weniger erwinschte Zellen, wie Thrombozyten,
abgereichert werden. Daraufhin wurden die Zellen einesBuffy Coatsin einem 50 mk
Reaktionsgefald vereinigt, mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 50 ml aufgefiillt, und eine Probe
zur Zellzahlbestimmung (s 2.2.4) entnommen. Es wurde ein weiteres Mal abzentrifugiert (1100
rom, 10 min, 215xg, die Pellets in 4°C kaltem Einfriermedium aufgenommen und beB0°C

eingefroren.

2.2.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Zellzahlbestimmung erfolgte nthilfe einer Neubauer-Zahlkammer. Hierzu wurden die

Proben in Trypanblau verdinnt.

Trypanblau farbt tote Zellen tief blau, da es defekte Zellmembranen durchdringt und
Zellproteine anfamt. Lebende Zellen erscheinen leuchtend hell. Trypanblau ist bei langerer
Einwirkzeit toxisch fur die Zellen, weswegen die Zellsuspensionen jeweils kurz vor dem

Zahlvorgangin Trypanblau verdinnt wurden.

Gezahlt wurden die lebenden Zellen in Z 4 Grol3quadaten und die mittlere Zellzahl pro
GroRRquadrat wurde bestimmt. Jedes Grof3quadrat besitzt mit einer Seitenlange von 1 mm und

einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 1®ml.

Damit lasst sich die Gesamtzellzahl wie folgt berechnen:
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Gesamtzellzahl = mittlere Zellzahl pro GroRquadrat / 16 [ml]

X Verdinnungsfaktor x Gesamtvolumen [ml]

2.2.5 Kryokonservierungvon PBMCs

Der gro3te Anteil der aufgearbeiteten PBMCs wurde in unserer PBMEank eingefraen. Hierzu
wurden die Zellenin 4°C kaltem Einfriermedium aufgenommen. Es wurden zwei Einfriergro3en
verwendet, entweder 1*1® Zellen in 2 mloder 2*107 Zellen in 1 ml. Die Aligwts wurden zigig
in vorgekuhlte Einfrierboxen (Kuhlschrank) dberfihrt und bei -80°C eingefroren. Die
Einfrierboxen besitzen ein mit Isopropanol befllltes Reservoit was ein langsames und

schonendes Herunterkiihlen des Inhalts um 1°C / min bewirkt.

2.2.6 Auftauen von PBMCs

2*107 7 2*108 bei -80°C cryokorservierte Zellen (entspricht bis zu2 Aliquots a 2*107 oder 1*108
Zellen) wurden in 10 ml DNasehaltigem Auftaumedium aufgetaut. Hierzu wurde ein
Reaktionsgefal? mit 10 ml 4°C kaltem Auftaumedium vorbereitet, stetig Auftaumedium zu den
gefrorenen Aliquots pipettiert, diese langsam durch Handwarme aufgetaut, und gelostelén
rasch in das vorbereitete Reaktionsgefal® tberfuhrt. Dieeflen wurden abzentrifugiert (1400
rom, 8 min, Raumtemperatur, 350xg in der Megafugge und erneut in 10 ml Auftaumedium
resupendiert. Es wurde eineProbe zur Zellzahlbestimmung 2.2.4) entnommen. Die Zellen
wurden wiederum abzentrifugiert und in dem gewilnschten Volumen 37°C warmen

Kultiviermedium aufgenommen.

2.2.7 Kultivierung von PBMCs

PBMCs wurden nach dem uJftauen in TZM im Brutschrank (37°C, 5% Cg) gehalten. Die
geeignete Anzahl Zellen in versdbhdenen ZellkulturplattengréRen und die bendétigte Menge

Medium sind Tabelle7 zu entnehmen.
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Tabelle7: Geeignete Anzahl Zellen werschiedenerPlattengréofRen

PlattengrofRe (in Wells) Geeignete Anzahl Zien / Well Geeignetes Volumen
(*10°) Kultiviermedium (ml)
6 20¢ 30 3-5
12 10¢ 12 2-4
24 5¢6 1¢2
48 2,5¢3 0,5¢1
96 0,3¢1,3 0,15¢0,2

2.2.8 Peptidstimulation von Gedachtnisr-Zellen

Das Protokoll wurde adaptiert von(Weinzierl et al. 2008. Zellen aus der PBM@ank wurden
aufgetaut und in 6-Well-Platten ausplattiert. Pro Well wurden 2030*106 Zellen in 2 ml
Kultiviermedium ausgesat. Am nachsten Tag (Tag 1) wurden digellen resuspendiert und mit
maximal 10 Epitopkandidaten + Negativkontrollpeptid in 500 pl TZM verdinnt,stimuliert . Pro
Peptid wurde mit einer Endkonzentration von 2 pg/ml stimuliert. An Tag 2, 5 und 7 wurden zu
den Wells 500 ul TZM + 2 pipettiert, so dass sich eine Endkonzentration pro Well von 20
U/ml ergab. Bis zu Tag 12 wurde zu den Zellen nach Bedarf Medium zugegel§enUbersicht
Abbildung 8.

Thaw and plate PBMCs @
ﬁisfi‘g‘ Amplification of specific T cells ELISPOT
| + pept‘ldes”ml ILI_D_I I:_Li|
| | | | | | |
[ | I
do d1 d2 d5 d7 d12

Abbildung8: Amplifikation peptidspezifischer-Zellenin vitro

2.2.9 ELISPOT

2.2.9.1 Vorbereitung der ELISPO®PIatten

Die ELISPO7PIatten wurden steril vorbereitet. Der ) -IFN-r Erstantikdrper 1-D1K wurde in PBS

auf 4 pg/ml verdiinnt und 100 pl pro Well ausplattiert. Die Beschichtung erfolgte entweder tber
Nacht im Kihlschrank oder fiir 2 Stunden bei 37°C. Vor dereButzung wurden die Platten 2x

mit PBS gewaschen (200 pl/Wellund dann die Membranen mit 50ul Kultiviermedium pro Well

fur eine Stunde im Brutschrank inkubiert.
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2.2.9.2 Vorbereitung der Zellen nach Poolstimulation

An Tag 12 wurden die Zellen resuspendiert und gezahlt. Die ELISR®IRtten waren mit 50 pl
Kultiviermedium blockiert (s. 2.2.9.1 worden. Die zu testenden Peptie, dasKontrollpeptid und
die PHAKontrollen wurden einzeln in Kultiviermedium verdinnt und auf die ELISPOFPIatten
pipettiert (50 ul/Well). Pro Peptid und Spender wurden Duplikate angesetzt, prcspender und
Platte wurde eine Mediumkontrolle und eine PK-Kontrolle eingesetzt. Das Endvolume pro
Well betrug 200 pl. Die Bdkonzentration pro Peptid bzw. PHAKontrolle betrug 10 pg/ml. Pro
Well wurden 0,3z 0,5*10¢ Zellen in 100 ul Kultiviermedium zugegebenDie beladenen ELISPOT
Platten wurden fir 24z 26 Stunden im Brutschrank inkubiert und amnéchsten Tag entwickelt.

2.2.9.3 Farbeprozedur und Entwickeln des ELISPOTS

Generell wurde immer darauf geachtet, dass die Membranen der ELISRBIatten nicht

eintrocknen.

Nach der 2426 stiindigen Inkubationszeit wurden die Zellen von deELISPOTPIlatte abgeklopft
Daraufhin wurden die Platten zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen, um verbleibende
Zellen zu lysieren. Ein Waschvorgang bedeutet im nachfolgenden immer die Zugabe von 200 pl
Puffer oder Wasser pro Well, kurze, ca.raminttige Inkubation, Entfernen der Waschsubstanz
sowie kurzes Abklopfen auf Zellstoffpapier. Im Anschluss wurden die Platten viermal mit
Tween-haltigem Waschpuffer (PBS/Tween) gewaschen. Der Sekundarantikdrper-g86-1 Biotin,

1 mg/ml) wurde in PBS/BSA auf eine Konzentration von 0.3 ug/ml verdinnt, und 100 pl pro
Well zugegeben. Die Platten wuen fur 2 Stunden bei Raumtemperaturinkubiert. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Platten 4mal mit PBS/Tween gewaschen.
ExtrAvidin Alkalische Phosphatase wurde 1:1000 in PBS/BSA verdiinhrPro Well wurden 100 pl
der Enzymldsung zugegebennd die Platten fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Vor
Ablauf der Inkubationszeit wurde der Farbstoff vorbereitet. Fur eine Platte wurde eine Tablette
BCIP/NBT in 10ml destilliertem Wasser gebst und bis zur Verwendung dunkel aufbewahrt. Die
Platten wurden 3mal mit PBS/Tweensowie 3mal mit PBS gewaschen, gaiusgeklopftund pro
Well 100 pl der Farbeldsung zugegebeach 7 min Inkubation im Dunklenwurden die Platten
grandlich mit vollentionisi ertem Wasser abgespult, der Pkikschutz der Platten entferntund

die Platten zum Trocknen Uber Nacht auf Zellstoff dunkel aufbewahrt.

Am folgenden Tag wurden die Wells der Platten mit eem ELISPOIReader fotografiert
(ELISPOTReader CTL mit 8ftware Immuno Capture 6.1)und mittels eines Ausleseprogrammns

(ImmunoSpot 4.0 Academic) gezahilt.
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2.2.10Durchflusszytometrische Methoden
2.2.10.1Intrazellulare Zytokinfarbung

2.2.10.1.1 Ausplattieren der Zellen

PBMCs oder TZellklone wurden in Rundboden96-Well-Platten (Corning 3799 ausplattiert. Bei

EAAAO &ROAOT ¢ xOOAAT nOl CAEROAOA :dbanhuhdedamUbi OD
FACSGerat mitgefuihrt. Diese wurden immer exakt wie die anderen Proben behandelt, mit der
Ausnahme, das sie nicht mit Farbstoffen bzw. mit Farbstoftkonjugierten Antikérpern, sondern

immer nur mit dem jeweiligen Verdinnungspufferinkubiert wurden. Es wurden wenn maoglich

0,5-1*108 PBMCs/Well verwendet, bei TZellklonen wurden mindestens 1,8*10 Zellen/Well

eingesetzt.

2.2.10.1.2 Stimulation der Zellen

PBMCs oderT-Zellklone wurden in einem Endvolumen von 156200 pl Kultiviermedium mit
Peptiden bzw. Zelllinien etc. in TZM Uber Nacht oder fir mindestens 6 h inkubiert. Eine
Ausschittung von neuexprimierten Proteinen wurdebei allen Probendurch 10 pg/ml Brefeldin
A inhibiert (Misumi et al. 1986. Als unspezifischer Stimulus und Positivkontrolle wurdenPMA

und lonomycin in Endkonzentrationen von150 ng/ml bzw. 1 pMverwendet.

2.2.10.1.3 Extrazelluléare Farbung

Alle nachfolgenden Zentrifugdonsschritte erfolgten bei 4°Cund 1800 rpm (580xg, Megafuge)
fur 2 Minuten. Ein Waschvorgang bedeutet im Folgenden immer Abzeiftigieren der Zellen,
Abklopfen der Flussigkeit und Auffillen der Wells mit Puffer oder Antikorper bzw. Farblésung.
Nach Ablauf der Inkubatiorszeit wurden die Zellen 2xmit 200 pyl PBSE pro Well gewschen.
LIFE/DEAD Aqua wurde 1400 in PBSE verdiunnund je 50l der Lésung zu den Wells gegeben.
War LIFE/DEAD Aqua seit tber 2 Wochen gel6st, wurde es 1:200 verdiunbie Zellen wurden
gut resuspendiert und fir 20 Minuten im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Watend der
Inkubationszeit wurden Antikorper gegen extrazellulde Oberflachenmerkmale wie CD4oder
CD8 in PFEA verdinnt. Die verwendeten Verdinnungen fir die jeweiligen Antikorper sind in

Tabelle5 zusammengefasst.

2.2.10.1.4 Permeabilisierung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Wells mit PBSE auf ein Volumen pro Well va@0
pl aufgefillt und noch 2xmit 200 pl PFEA pro Well gewaschen. Danach wurdgro Well 100 pl
der Permeabilisierungslosung Cytofix/Cytoperm auf die Zellen gegebenresuspendiert und

weitere 20 Minuten inkubiert.
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2.2.10.1.5Intrazellulare Farbung

Die AntikOrper gegen intrazellular anzufarbende Antigene wurden in Permwash verdinnt. Nach
Ablauf der Inkubation wurden die Wells mit 100 ul Permwash aufgefillt undzweimal mit 200 pl
Permwash pro Well gewascher§1800 rpm, 2 min, 4°C, 580xg, Megafugelbanach wurden 50 ul
der Antikorperverdinnung pro Well auf die zu farbenden Zellen pipettiert und 20 Minuten
inkubiert. Nach de Inkubationszeit wurden die Wells mit Permwash auf 200 ul aufgefilltund

weitere 3mal mit 200 pl Permwash pro Well gewaschen.

2.2.10.1.6 Aufnehmen der Zellen in PFEA bEixierung

Sollten die Zellen sofort durchflusszytometrisch analysiert werden, wurden sie in@D pl PFEA
pro Well aufgenommen und gut resuspendiertBei spaterer Analyse wurden die Zellen mit 200
ul FACSFix pro Well fixiert.

2.2.10.2Reine Oberflachenfarbungen mit konjugierten Antikdrpern, z.B.

Gedéachtnisphanotypisierung

Bei einer reinen Oberflachenfarbung wurdenach2.2.10.1.12.2.10.1.3und 2.2.10.1.6verfahren.

2.2.10.3Farbung einerCD107& xposition

CD107a wird bei der Ausschittung zytotoxischer Granula nur tempér auf der Oberflache
exponiert und relativ schnell Ube Endozytose wieder internalisiert (Fukuda 1991; Betts et al.
2003). Um die CD107a Exposition trotzdem messen zu koénnen, musste der a@b107a
Antikorper direkt zur Stimulation (2.2.10.1.9 zugegeben werden €ingesetzteKonzentration s.
Tabelle 5). Die Farbung erfolgte nach2.2.10.1.1 2.2.10.1.2 2.2.10.1.3und 2.2.10.1.6 Eine

intrazellulare Farbung konnte zusatzlich durchgefihrt werden.

2.2.10.40berflachenfarbung mit unkonjugierterntikorpern

Alle Arbeiten fanden auf Eis bzw. bei 4°C statt. Es wurden 2%10CLSK562 oder min. 2*104 T-
Zellklone in eine96-Well-RundbodenPlatte (Corning 3799 pipettiert ( 200 pl/ Well). Die Zellen
wurden 4x mit PFEA gewaschen (1808om, 2 min, 4°G580xg,Megafugg.

Die Primarantikbrper wurden auf 5 pg/ml (1:200) in FACSPuffer verdinnt. 100 ul der

verdinnten Primarantikorper wurden zu den Zellpellets pipettiert und gut resispendiert.

Nach einer 30 minutigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut3x in FACSPuffer
gewaschen (1800rpm, 2 min, 4°G 580xg, Megafugg. Der Sekundarantikérper antiMaus 1gG
&j A AFBTQ quurde 1:200 in FACSPuffer verdiinnt, zu allenWells 100 pl pipettiert und gut

resuspendiert.
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Nach einer 30 minltigen Inkubation auf Eis wurden die Zellen erneut 3x in FAGRffer
gewaschen (1800rpm, 2 min, 4°C 580xg, Megafugg. Im Anschluss wurden die Zellerin FACS

Puffer aufgenommen odeffixiert (s.2.2.10.1.6.

2.2.11Generierung von Einzelzellklonen durch FACS
basierte ZellsortierunglFN-r+ CD4+ Zellen

CDA4+IFN-r+ Zellen wurden mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern extrazellular gefarbt und
anschlielend mithilfe eines BD FACSAria Gerats (FACS Core Facility Tlbingen) sortiert.

Die Markierung IFN-r produzierender Zellen erfolgte mit demlFN-r 3 A A O A @&niMiltenyi OO A U

nach Herstellerprotokoll. Die Arbeitsschritte werden im Folgendenzusammengefasst.

Dazu wurden PBMCs zunachst mit den gewlnschten Peptiden wiedrR.8 beschrieben 12 Tage

in vitro vorstimuliert. Danach wurden die Zellen aus der Platte genommen, gewaschen, gezahilt,
und auf eine Konzentration von 10 Zellen/ml in TZM eingestellt. Die Zellen wurden in ein 15 ml
-R6hrchen transferiert und fur 6 h bei leichtangeschraubtem Deckel mit 10 pg/ml pro Peptid
von Interesse im Brutschrank inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die
Zellen mit 10 ml 4°C kaltem MAGS®uffer gewaschen. Der Ubistand wurde vollstandig entfernt
und das Pellet in 80 pl 4°C kaltem TZM resuspendiert. 20 J#FN-r  # AOAE wardedh CAT O
zugegeben, gut gemischt und fir 5 min auf Eis inkubietBeim IFN-r Catch Reagenhandelt es
sich um ein Konjugat aus einemanti-CD45Antikdrper und einem anti-IFN-r -Antikdrper. Der
anti-CD45Antikdrper bindet an alle Leukozyten im Ro6hrchen.Nachfolgend wurde die
Zellkonzentration in 37°C warmemTZM auf 10 Zellen/ml eingestellt und das verschlossene
Rohrchen fir 45 min in den Brutschrak gelegt. Alle 510 min wurde das Rohrchen gedreht. In
dieser Zeit soll dielFN-r-Sekretion stattfinden. SezernierteslFN-r bindet an dem anti-IFN-r -
Antikorper des an der Oberflache der Zellen gebundenelifN-r  # A O A E. NachA Aulaifided
Inkubation wur den die Zellen erneut inkaltem MACS Puffer gewaschefi300 rpm 10 min, 4°C
300xg, Megafugg, der Uberstand vollstandig entfernt, und das Pellet in 80 pl kaltem MACS
Puffer resuspendiert. Es folgte die Zugabe von 1 IFNir  $ A O AndikOrigdr {PE-markiert),
anti-CD4 Antikorper (APCCy 7 oder FITGmarkiert, in den entsprechenden Verdinnungenund
anti-CD8 Antikorper (PerCP oder FITGmarkiert, in den entsprechenden Verdinnungen und
eine 10- bis 20-miniitige Inkubation auf Eis.Bei demIFN-r  $ lo® Anfikérper handelt es sich
um einen zweiten Farbstoftgekoppeltenanti-IFN-r -Antikbrper. Er bindet an das amFN-r  # AOAE
ReagentgebundenelFN-r an einer alternativen BindungsstelleIm Anschluss wurden die Zekn
erneut mit 10 ml kaltem MACSPuffer gewaschen(1300 rpm, 10 min, 4°CG 300xg, Megafuge)der
Uberstand wurde entfernt, und das Pellein 300-600 pl MACSPuffer aufgenommen, durch ein

steriles Zellsieb gegeben, und auf Eis zum Sortieren gebracht.
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Gleichzeitig zumIFN-r 3 A A O A Qniiriddn 96-\WelbRlditen (Rundboden) mit FeederZellen
vorbereitet. Pro Well wurden insgesamt 15*105 frische PBMCs/on 3-4 verschiedenenSpendern
(aus Frischblut oderBuffy Coat¥ und 1,5*104 LG2Zellen (EBV transformierteZelllinie) in 150
pl TZM mit 150 U/ml IL-2 und 1 pg/ml PHAL pro Well vorgelegt. Die FeedeZellen waren zuvor
mit 60 (PBMCs) bzw 200 (LG2) Gray gammestrahlt worden, um ein Uberwachsen der Klone

zu verhindern.

Nach der Einzelzellsortierung wurden die Klone alle 3 Tage mit frischem Medium undl50
U/ml IL-2 versorgt. Alle zwei Wochen wurden erneut FeedeZellen mit IL-2 und PHAL wie
oben beschrieben zugegeben. Auswachsende Klone wurden mittels Intrazellularfarbung auf ihre
Spezifitat untersucht. EinAufteilen eines Klons in zwei Wellserfolgte erst, wenn das Medium

nach 23 Tageneine Gelbfarbung zeigtaind bevorzugt beim Zugeben neuer Feedetellen.

2.2.12Transformation von BZellen mit B95-8-
Uberstanden

Die Arbeiten erfolgten im S2Bereich bisdie LCLserfolgreich etabliert waren. Dies beinhaltete,
dass der Spitzenabfall unter der Sterilbank in ein mit Desinfektionsmittel gefiillte$0 ml-
Rohrchengegeben wurde, jeglicher Bfall unter der Sterilbank ineinen Autoklaviersack gegeben
wurde, der Abfall im S2Bereich separat vorautoklaviert wurde, bevorer zum restlichen
Autoklaviermull gegeben wurde, die Strilbank mit UV-Licht bestrahlt und der Kittel im S2

Labor abgegeben wurde.

5*10¢6 PBMCs wurden in 1 ml LCIMedium mit 1 pg/ml Cyclosporin A (auf Gesamtvolmen
gerechnet) aufgenommenmit 1 ml B95-8-Uberstand in ein 15 mRéhrchen gegeben und gut
verschlossen Deckel und Parafilm) fir 2 h im 37°C warmen Wasserbad inkubiert. Nach der

Inkubationszeit wurden die Zellen in ein Well einer 12Well-Platte Gberfiihrt und kultiviert.

Erst nach starker Gelbfarbung des Mediums wurden die Zellen gefuttert bzwn zwei Wells
subkultiviert . Dabei wurde weiterhin 1 pg/ml Cyclosporin A zugegeben. Nach etwa einer Woche
war zumeist ein Auswachsen der LCLs (Clusterbildung) zu beobachten. Cyclosp A wurde
zugegeben, bis keine untransformierten PBMCs mehr zu beobachten waren. Nach etwa 2
Wochen konnten die Zellen in kleine Zellkulturflaschen transferiert und weiter expandiert

werden.
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2.2.13Zellkultur LCLs

2.2.13.1Kultivierung

LCLs wurden in Suspension in LGMedium kultiviert und 2-3 mal pro Woche 1:2aufgeteilt und
subkultiviert. Beim Futtern wurden die Cluster nicht resuspendiert. Die Zelldichte betrug

normalerweise 2-3*105 Zellen/ml.

2.2.13.2Unsterile Ernte fir MHC-Prazipitation

Die Zellen wurden in 500 miZentrifugenbechern in einer Super Speed Zentrifuge (Sorvall,
Rotor: GS3) bei 1600 rpm (430xg), 4°C, 10 min abzentrifugiert. Die Pellets wurden in ca. 50 ml
eiskaltem PBS resuspendiert, vereinigt, in eirb0 ml-Réhrchen Gberfiihrt und bei 1800 rpm

(580xg, Megafuge)4°C, 15 min erneut abzentrifugiert.

Das erhaltene Pellet wurde bei80°C eingefroren.

2.2.14CD19+ MACSIr die Aufreinigung von BZellen als
Kontrollzellen

Am Tag vor der Aufreinigung wurden Zellen aufgetaut und tber Nacht in TZM ruhen gelassen. Es

wurde mit einem Anteil von etwa 510% B-Zellen unter den PBMCs gerechnet.

Am Tag der MAC&\ufreinigung wurde kalter, steriler, blasenfreier MACSPuffer vorbereitet. Die
Zellen wurden zweimal in 10 ml kaltem MACSPuffer gewaschen1300 rpm, 10 min, 4°G 300xg,
Megafuge). Samtlicher Uberstand wurde abgekippt undnit Zellstoff abgesaugt. Prdl07 Zellen
wurden 20 ul anti-CD19PEAnNtikérper (wenn gewiinscht auch andere)auf das Pellet pipettiert
und die Zellen grindlich gemischt. Die Zellen wurden fir 10 min auf Eis im Dkeln oder im
Kihlschrank inkubiert. Danach wurden die Zellereweimal mit 10 ml kaltem Puffer (1300 rpm,

10 min, 4°G 300xg, Megafuge)gewaschen. Samtlicher Uberstand wurde abgekippt und mit
Zellstoff abgesaugtPro 107 Zellen wurde das Pellet in 80 ul MAC® O &££ZA O CAI-AEOON
Microbeads zugegeben und gut gemischt. Die Zellen wurden fiir 15 min im Kuihlschrank
inkubiert. Danach wurden die Zellen in 10 ml kaltem Puffer gewaschgii300 rpm, 10 min, 4°C
300xg, Megafuge)undin 108 Zellen/ml oder mindestens 500 pl aufgenommen. An diesem Punkt

konnten Zellen zur durchflusszytometrischen Kontrolle entnommen werden.

Bis 2*1(8 Zellen (=h6chstens 10 markierte Zellen) wurden MSS&ulchen verwendet Fur hohere

Zellzahlenbis 2*10° Zellen (=héchstens 1@ markierte Zellen) wurden LSSaulchen verwendet.

Die magnetische Aufreinigung ist bei MS und LSS&ulchen bis auf das verwendete
Puffervolumen gleich. Folgende Angaben beziehen sich auf {88ulchen, Angaben fir LS

Séaulchen in Klammern
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$A0 3301 AEAT xOOAA ET AET AT -EAE-!'#3A 3APAOCAOI O
Puffer gewaschen Das Saulchen wurde Uber einem 15 ml Rdéhrchen positioniert und die
Zellsuspension wurde in das Saulchen gegeben. Der Durchlauf (Negativiraktion) wler
aufgefangen. Das Saulchen wurde 3x mit 500 pl (3 ml) kaltem Puffer gewaschen. Der Durchlauf

wurde im Rohrchen aufgefangen. Das Saulchen wurde aus dem Magnetfeld genommen und

sofort Uber einem neuen 15 ml Réhrchen positioniert. 1 ml (5 ml) kalter Puffewurde auf das

Saulchen gegeben. Mit dem Stempel wurde die Positivfraktion aus dem Saulchen gedrickt. Der

Vorgang wurde noch 3x mit 1 ml (3 ml) Puffer wiederholt.

Die Zellen wurden gezahlt, abzentfugiert, in Medium aufgenommenund héchstens Uber Nacht
in Kultur genommen, bevor sie als Negativkontrollen in Stimulationen mit LCLs verwendet

wurden.

2.2.15Generigung von PHABIasten

PBMG wurden 72 h in TZM mit3 t g/ml PHA inkubiert, gewaschenin TZM mit 25 U/ml IL-2

kultiviert und innerhalb von sieben Tagen als Kontrollen verwendet

2.2.16Kultivierung der murinenZellliniet-CD40LNIH-3T3

Das Protokoll wurde adaptiert von H. HérzefHorzer 2010).

Die Zelllinie NIH-3T3 ist eine adharent wachsendefibroblastenzelllinie der Maus Sie wurde mit
dem CD40Liganden (CD40L) stabil transfiziert. Um die Transfektion aufrecht zu erliten
mussten die Zellen in G41&$altigem Medium in Kultur gehalten werden.

Die t-CD40L:-NIH-3T3 Zellen wurden zweimal pro Wocheaufgeteilt und subkultiviert, wobei ein
Teil der Zellenfir die Kokultivierung mit B-Zellen ausgesatvurde. Dazu wurde das Medium von
den Zellen abgenommen,der Zellrasen mit PBS gewaschen und die Zellen mit 2ml

Trypsin/EDTA pro Zellkultur flasche fiir 2 min im Brutschrank inkubiert und dadurch abgeldst.

Durch Zugabe von5 ml NIH-Medium ohne G418wurde der Trypsin-Verdau gestoppt.Die Zellen
wurden in ein 50 ml-Roéhrchen transferiert und bei 1300 rpm fir 4 min (300xg, Megafuge)
abzentrifugiert. In die Zelkulturflasche wurde 10 ml NIH-Medium mit G418 vorgelegt. Nach
Zentrifugation wurde der Uberstand abgé&ippt, die Zellen in 12 ml NIHMedium ohne G418
resuspendiert und 1 ml zurtick in die Flasche transferiertDie Flasche wurde weiterkultiviert .
Die restlichen Zellen wurden in der Gammazelle bei 96 Gray (Gy) be#tlt. Die Zellen wurden
gezéahlt, abzentrifugiert und die Zellzahl auf 2105 Zellen/ml in NIH-Medium ohne G418

eingestellt. Je 2 ml (4105 Zellen) wurden in ein Well einer 6Well-Platte pipettiert und tUber
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Nacht inkubiert. Der Uber Nacht anwachsende NIHRasen kann bis zu 72h fir eine BZell-

Kokultur verwendet werden.

2.2.17Kultivierung CD4Gaktivierter B-Zellen mithilfe von
t-CD40L=-NIH-3T3

Das Protokoll folgt den Ausfilhrungen von H. HérzgHo6rzer 2010).

Die PBMCs wurden irB-Zell-Medium (BZM) auf 2*106 Zellen/ml eingestellt und 2 ng/ml IL -4
und 550 nM Cyclosporin Azugesetzt.

Cyclosporin A soll die TZellen in der PBM&Kultur eliminieren. Cyclosporin A bindet in der Zelle
an Calcineurin und verhindert somit die Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors NAT
(nuclear factor of activated T cells). Dadurch kénnen zahlreiche Zytokine wie z.B.-2Lnicht
mehr transkribiert werden, wodurch es au einer Proliferationshemmung kommt. Die Menge an
exprimiertem Calcineurin ist in T-Zellen besonders niedrig, weswegen-Eellen von niedrigeren
Konzentrationen (10 nM) an Cyclosporin in ihrer Proliferation gehemmt werden, wahrend

andere Zellen wenig beeintichtigt werden (Crabtree 1999 Horzer 2010).

AnschieRend wurde das Medium von derausplattierten t-CD40L-NIH-3T3-Zellen abgenommen
und pro Well 4 ml der PBMGSuspensionzugegeben. Die Eellen wurden zweimal die Woche
auf neuausplattierten t-CD40L-NIH 3T3-Zellen rekultiviert.

Durch die Eliminierung der T-Zellen nahm die Menge anZellen/Well zun&chst ab.Dadurch
verringerte sich die Zellzahl fur die Rekultivierung schrittweise. Das befolgte Schema ist in

Tabelle 8 zusammengefasst

Tabelle8: ZeitTafel fir Expansion von-2ellen

Tag Aktion Eingesetzte Zellzahl fur die
Rekultivierung (Zellen/ml)

-1 Vorbereitung der{CD40INIH3T3Platten

0 Start der Kokultur 2*10°

4 Vorbereitung der4{CD40INIH 3T3Platten

5 Rekultivierung der Eellen 2*10°

7 Vorbereitung der4{CD40INIH 3T3Platten

8 Rekultivierung der &ellen 1,5%10°

11 Vorbereitung der{CD40INIH 3T3Platten

12 Rekultivierung der Zellen 1*10°

14 Vorbereitung der{CD40INIH 3T3Platten

15 Rekultivierung der Zellen 0,75*1C°

18 Vorbereitung der4CD40INIH 3T3Platten

19 Rekultivierung der Eellen 1*10°

21 Vorbereitung der{CD40INIH 3T3Platten

22 Rekultivierung der Zellen 0,75*1C°

Etc.
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2.2.18lIsolierung von MHCLiganden

Das Protokoll wurde adaptiert von M. Miller(Miller 2009).

2218161 OAAOAEOOI ¢ AAO ! £AET EOROOZ3ROI Al
40 mg trockene CNBERktivierte Sepharose 4B wurden je mg verwendeten Antikérpers in eam
50 mlReaktionsgefald in 5nl 1 mM HCI zum Quellen und zur Aktivierung der reaktiven Gruppe
fur 30 min bei RT rotiert (Bachhofer).Es wurden 3 mg Antikdrper (L243 bzw. W6/32) pro ml
Zellpellet verwendet. Der Uberstand aus1 mM HCI wurde nach Abzentrifugieren des
Saulenmaterials (300rpm, 4 min, keine Brem&-unktion; 8xg, 5415R, Eppendorf) abgesaugt.
Danach wurde der saure pH des sedimentierten Gels mit 30 ml Kopplgspuffer neutralisiert
und die jeweiligen Antikorper hinzu pipettiert. Die Kopplungseffizienz wurde photometrisch
bestimmt. Dazu wurde die Absorption desUberstands des bei 13000 rpm(15115xg, 5415R,
Eppendorf) abzentrifugierten Antikorper-Sepahrosegemischs vor(to) und nach 2-stiindiger
Rotation bei RT (tnd) bei 280 nm bestimmt. Die Effizienz berechnete sich mit 10Qtend/t o).
Danach wurde das Gel wie oben beschrieben zentrifugiert, der Uberstand wurde abgesaugt und
verworfen. Verbleibende Bindungsstellen an der Sepharose wurden durch die Zugabe von 40 ml
0,2 M Gycinlésung und eine 60minitige Rotation blockiert. Der Uberstand wurde nach einer
erneuten Zentrifugation erneut verworfen und das Gelbett abschlieBend noch 2x mit PBS
gewaschen. Das resultierendegewaschene sedimentierte Gel wuae abschlieend mit
Lysepuffer gewaschen und in mit 1 N NaOH vorbehandelte und mitH-0O gewaschene Saulen

gegeben. Abschlielend wurd€0 Minuten lang PBS Uber die Saule gepumpt.

2.2.18.2Herstellung des Zelllysates

Die gefrorenen Zellpellets wurden in einen Erlenmeyerkolben Uberfuhrt, unshach Zugabe von

einem Volumenteil 2x Lysepuffer unter langsamem RUhren bei 4°C aufgetaut. Nach dem
Auftauen wurde der Zellsuspension ein weiteres Volumenteil 1x Lysepuffer zugegeben und fir

60 min bei 4°C gerithrt. Danach wurde das Lysat mit einer Ultrasdhi 1 Zz- EEOT OPEO
homogenisiert (drei mal 20 s bei 50% output, zwischen den Homogenisierungen 20 s Pause, auf

Eis). Das erhaltene Homogenisat wurde 20 min bei 4°C mit 4000 rpm zentrifugiert2860xg,

Megafuge). Der Uberstand wurde in Ultrazentrifugenbecher isfiihrt, und fir 1 h bei 4°C und

40000 rpm (100000xg, Ultrazentrifuge Ti45) abzentrifugiert. Der Uberstand des

UltrazentriZ/EOCA OO x OOAA A CoieAlfiter Altfdrt Auin letmtd Rartikelreste aus dem

Zentrifugat zu entfernen.
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2.2.18.3Prazipitation der MHGPeptid-Komplexe, Elution von der Séaule und

Extraktion der Liganden

Die filtrierten Lysate wurden zyklisch fur etwa 12 h Gber Nacht bei 4°C uber die Affinitatssaulen

geleitet (1-2 ml/min). Danach wurde das Lysat linear Uber die Affinitatssdan geleitet,
aufgefangen und eigefroren (-20°C). Die Affinitdtssaulen wurd@ mindestens fir 30 min mit

PBSund danach fir mindestens 30 min mituH2O equilibriert. Man liel3 de Saule trockenlaufen.

Die Sepharose wurde mit 0,2% TFA + 10 pl 10% TFA/10 migntikorper bedeckt und 15-30 min

auf dem Schiittler inkubiert. Das Eluat wurde in ei@ vorher mit TFA gewaschend | EAT 1 Z
Filtrationseinheit transferiert. Danach wurde der Schritt Bx mit 0,2% TFA wiederholt.Durch

die Ansauerung eluieren die HLAliganden. Das Eluat wurde durch die Amid T Z
Filtrationseinheit zentrif ugiert (4°C, 4000 rpm, 2860xg, - ACA£AOCAqh &1 AOAT 60OA
molekulare Verunreinigungen abzutrennen. Das erhaltene Filtrat wurde zur Voluenreduktion

bei -80°C tiefgefroren und lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde bis zur Analyse AAE ZymnJ#
gelagert

2.2.18.4Automatische Auswertung von L@S/MS Spektren

Die Rohdaten del.GMS/MS Spektren wurden gegen eine Datenbank mit humanen und eine mit
Epstein-Barr Virus-spezifischen Proteinen mithilfe des Proteome Discoverers (Th@&o
Scientific) prozessiert. Die humanen Sequenzen stammten aus NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein _; "Homo sapiens"[Organism] oder SwissProt oder IPI

human (International Protein Index) http://www.ebi.ac.uk/IPI/IPIhelp.html)), die viralen aus
SwissProt (ttp://www.uniprot.org/uniprot/ __; eingegebene Parameter: organisriepstein-barr
virus" AND reviewed:yes Stand: 10.09.2010).
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3 ERGEBNISS& DISKUSSION

3.1 Epitopscreening

3.1.1 Auswahl von Antigenen und Vorhersage von
Epitopkandidaten

Mit dem Ziel promiskuitive MHC-Klassell restringierte Epitope aus relevanten EBVspezifischen
Antigenen zu identifizeren, wurden insgesamt 107 Epitopkandidaten mithilfevon SYFPEITHI

(Rammensee et al. 1999(siehe auchl.5) vorhergesagt.Eine schematische Ubersicht (iber die

Vorhersage ist inAbbildung 9 dargestellt.
Epitop-
J kandidaten
Aminosaure- SYFPEITHI

EBV-Antigene sequenz (FASTA) Epitopvorhersage

Abbildung 9: Schematische Ubersicht iiber die Vorhersage von Epitopkandidaten. Aus der
Literatur wurden Antigene ausgewé&hlt. Die Aminosauresequenzen der Proteine wurden im
FASTA Format Uber ExPASMtp(//expasy.org/) aus der Proteidatenbank UniProtkKB
(http://www.uniprot.org/) entnommen und mittels des Vorhersageprogramms SYFPEITHI
Epitopkandidaten vorhergesagt.

Insgesamtwurden neun Antigene zur Vorhersage herangezogebhMP1, LMP2EBNA3A BM_F1,
BMRF1, BZLF1, BRLF1, BNRF1 uBdLF1 Die Vorhersage und ein groRer Teil des Screenings
von LMP1, LMP2EBNA3A BMLF1 BMRF1, BZLF1 und BRLF1 wurde bereits wahrend mer
Diplomarbeit (Kyzirakos 2009) durchgefihrt.

Die latenten Antigene LMP1, LMP2 un&BNA3Awurden ausgewahlt, da sigypischerweise in

PTLDs exprimiert werden (Gottschalk et al. 20058 (siehe auch1.2.4). Das immundominante

latente Antigen EBNA1 wurdenicht beriicksichtigt, da EBNALspezifische Epitope schon von
mehreren anderen Autoren grindlich untersucht worden warenKhanna et al. 1995Long et al.
2005; Hislop et al. 2007 DemachiOkamura et al. 2008.

Die lytischen Antigene BMLF1l, BMRF1, BZLF1 und BRLF1 wurden ausgewahlt, da siks
immundominante Antigene bei CD8+ IZellanworten gegen EBV beschrieben worden waren
(Hislop et al. 2007. Lytische Antigene werden zwar von den meisten EB¥ssoziierten Tumoren

nicht konstitutiv exprimiert, weswegen sie im Zusammenhang mit Immuntherapie oftmals
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weniger Beachtung fandenspielen aber trotzdemeine wichtige Rolle in der Kontrolle Gber den
Virus. Dies wird sowohl an der starken CD4+als auch humoralenimmunantwort Gesunder
gegen lytische Antigeneadeutlich (Long et al. 201). Nachdem schon wahrad der Diplomarbeit
einige haufig erkannte Epitope FREP$ aus BMLF1, BMRF1, BZLF1 und BLF1 identifiziert
werden konnten, wurden nun zusétzlich Epitopkandidaten fUBNRF1 undBLLF1vorhergesagt
Beide wurden als immundominante Antigene in JZellpraparaten, die mit LCLs stimuliert
worden waren, beschrieben (Adhikary et al. 2007. Alle verwendeten Antigene sind mit

zugehorigen SwissProt Nummernin Tabelle9 zusammengefasst.

Tabelle9: Verwendete Antigene

Gen ORF Protein-Name Synonyme UniProtKkB  Lange Entwicklungs
Name Name /SwissProt stufe
Nummer

Antigene der Latenz

EBNA3 BERF1 EpsteinBarr nuclear EBV nuclear P12977 944 latent
antigen 3 antigen 3 (812)
EBNA3
EBNA3A
LMP1 BNLF1 Latent membrane LMR1 P03230 386 latent
protein 1 Protein p63
LMP2  LMP2 Latent membrane Terminal P13285 497 latent
Isoform protein 2 protein
LMP2A

Antigene derytischen Phase

BZLF1 BZLF1 Transactivator EB1 P03206 245 immediate
protein BZLF1 Zebra early
BRLF1 BRLF1 Transcription None P03209 605 immediate
activator BRLF1 early
BMLF1 BMLF1 mRNA export factor Protein SM, Q04360 479 early
und EB2(Transcriptional Mta (438)
BSLF1 regulator IE63 (Diffuse early
homolog) antigen)
BMRF1 BMRF1 Early antigen protein EAD P03191 404 early
BNRF1 BNRF1 Major tegument Protein p140 P03179 1318 late
protein (MTH
BLLF1 BLLF1 Envelope Membrane P03200 907 late
glycoprotein gp350  antigen (Q777FD

Angaben in Klammern: Zum Zeitpunkt der Vorhersage gultigiProtKB /Swis®rot Nummer
oder Lange des Proteins.
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15 Aminosauren lange Epitopkandidaten wurden fir die MHCKlassell Allele DRB1*01,
DRB1*03,DRB1*04,DRB1*07,DRB1*11und DRB1*15 vorhergesagtEs handelt sth hierbei um
sechs der in der laukasischen Bevolkerung am haufigsten vorkommenden HEBRBL-Allele, die
zusammengenommen Uber 90% der deutschen Bélkerung abdecken(Schipper et al. 1996

GonzalezGalarza et al. 2011

Von jedem Atigen wurden ~2% der Anzahl der méglichen Peptide ausgewéhlt, synthetisiert
und getestet Das Auswahlverfahren wird in Detail in Abbildung 10 beschrieben. Die
Vorhersagen fiur die ausgewahlten Peptide der Antigene BLLF1 und BNRF1 finden sich im
Anhang (Tabelle27 und Tabelle 28).
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1. Vorhersage
DRB1*01 DRB1*03 DRB1*04 DRB1*07 DRB1*11 DRB1*15
__=._-—-—-—'-'_
2. Sortieren & 3. Auswahl des
Zusammenfassen Epitopkandidaten
N SYEPEITHI Vorher-
Position Sequenz o HLATY Posltlon Sequenz gesagte
Restriktlonen
Q| QMFVARYESE FFIMVE 28| DR15 12| vARYGGPFFIMVRALFG ——
15| YGGPFIMVRLFGQDG 23| DR11
22| VRLFGODGEANIGEE 271 DR3 22(VALFGODGEANI OEE |oAs, ORT
22| vRLFGQDGEANIGQEE 24 DR7
30|ERLYELLSDFRSALG 24{ DR11 AB|LYELLSDFRSALGLD mlm
38| LYELLSDPRSALGLD 39| DR3
38| LYELLSDFRSALGLD 26( DR4
07| GEHLGTESALEASGH 24 DR15 100|LETESALEASENNYY  |pa7 pr1s
103 |ESALEASGNNYVYAY 28| DR7
121| WHMARPSTWSAEIQOF 24  DR7 123|aRPSTWSAEIQOFLR |pRa, OR7
125 | PSTWSAEIQOFLRLL 28| DR4
129|sasiqarLriLeaTy 21| DR11 131|sicorirLEaTYVL xi':““'
129(saEIQQFLRLLEATY 30( DR1S
133|QCFLRLLEATYVLRY 37| DR1
14| VLEVEMGERQFGFEVH 25 DR3 147 | YVEMGAQFEFEVHRSA |DAL DRI,
DALL, DR1S
146 RVEMG ROFGFEVHRS 30] DR1
146 RVEMGRQFEFEVHRS 24| DR1s
150| GROUFGFEVHRSRFSF 21] DR11
DR4, DRT,
161|RPEFROFCAINHLYL 32| DR15 163|sFROFQAINHLVLFD DAL DR1S
164| FROFOQAINHLVLFDN 28| DR4
164| FROFOAINHLVYLFDN 24| DR7

Abbildung10: Ubersicht iiber das Auswahlverfahren von EpitopkandidatenBeispiel BNRF1
1. Vorhersage Aus de gegebenen Aminosauresequenaurden flr jedes angegebene Allel
Epitope mit SYFPEIT¥irhergesagt. Fur jedes Allalurden die 2% mit dem hdchsten Score
vorlaufig ausgewahlt. 2. Sortiere® ZusammenfassenAlle wrlaufig ausgewahlten Peptide
wurden nach ihrer Position im Protein georelnWegen der offenen Bindungstase der MHE
Klassell Molekile weden Peptide mit einer Position von -+8 Aminosauren als derselbe
Epitopkandidat gewertet. Peptide mit einer abweichenden Position von hdchstens sechs
wurden zu einer Kandidatengruppeusanmengefasst. 3Auswahl des Epitopkandidaten: Fur
jede Kandidatengrupp wurde ein Peptid bestimmt, welchedle beteiligten Peptide am besten
abdeckt. Zum Screening ausgewdahlt wurden Peptide, die firrerehAllele vorhergesagt
wurden und/oder die bei einemAllel denhdchsten Score erreicht habemlie aisgewdahlten
Peptidesind grun hervorgehoben.



Ergebnisse & DiskussiofEpitopscreening 5¢

3.1.2 Eine spezifische Amplifikation erhoht die
Detektierbarkeit von T-Zellreaktionen

Im Gegensatz zustark ausgepragten CD4pezifischen Immunantwort gegen CM\{Sester et al.
2002) ist die Haufigkeit von CD4+ JZellen, die spezifisch fir ein einzelnes EBkeéstringiertes

Epitop sind, mit weniger als einer unter 10000im Blut latent Infizierter relativ gering (Amyes et
al. 2003, Precopio et al. 2003 (vergleiche auchl.3).

Um sie nachweisen zu konnen wurdensie vor dem EpitopScreening durch eine
peptidspezifische Amplifikation Gber 12 Tagein vitro vermehrt. Wie in Abbildung 11A zu sehen

ist, konnte nach Peptidspezifischer Amplifikation eine IFNr 0 OT AOEOET T 1T AAE
Peptiden bei PBMCs von acht Spendern nachgewiesen werden. In keinem der Spender wurde
diese Antwort ex vivodetektiert. In Abbildung 11B wird die Vermehrung peptidspezifischer
CD4+ T Zelleniber den Zeitraum derin vitro-Kultur dargestellt. Gemessen wule die Anzahl
von IFNr - D OT A O UZehed dnier’dénl CD4-T-Zellenbei vier verschiedenen Stimulationen

mit unterschiedlichen Spendern und Epitopen. Bei allen vieren ist frihestens am Tag 10 nach
erster Peptidstimulation eine Reaktion messbar. Bei zweSpendern(d1359 u. d1300) gehtdie

30EI

FrequenzIFN-r D OT AOUEAOAT AAO : AT 1T AT UxAO xEAAAO UOGOI A

der Nachweisgrenze Der Riickgang IFN D OT AOUEAOAT AAO : A1 1 AT EAI

Ruckgang spezifischer Zellen gleichges#t werden, da keine weiteren Marker und Zytokine

gemessen wurden.

A B 8,0%
0% | —e-d1359 + EBNA3A 179 .
6,0% | —a—d1297 + EBNA3A 134
1400 . + ;
w» 1300 & /
O 1200 o 50% —a—d1300 + EBNA3A 247 5
= 1100 O
2 100 . S 40% | -x--d1304 + BVRF1 261 -
g 800 >
o + 3,0%
S 700
o 600 » N
2 500 2 2,0%
~ 400 =
? 30 *e 1,0%
@ 400 L
0 e T 0,0%
ex vivo after in vitro amplification

-1,0%

Abbildung11: Peptidspezifische Amplifikatiodurch 12 Tagein vitro-Kultur. A: Anzahl BLLF1
167 spezifischer Zellen von acht Blutspendern gemessen durch HNSPOT voodx viva))
und nachin vitro-Amplifikation ¢after in vitro amplification). Die mittlere Anzahl deSpot
forming units (SFU)wird durch den Balken indizierDer Hintergrund wurde subtrahiertB:
Vermehrungpeptidspezifischer CD4+-Zellen lber den Verlauf ded2-Tage Amplifikation am
Beispiel vonvier Blutspendern(d1359, d12297, d1300 und1304)und vier verschiedenen
Peptiden (s. Legende) gemessen durch E$jeweiligeHintergrund wurde subtrahiert.

T E
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3.1.3 Testen der vorhergesagten Epitopkandidaten auf
Reaktionen bei gesunden Blutspendern

Da uber 90% der erwachsenen Bevolkerungeltweit latent EBV infiziert sind (Henle and Henle
1979), wurden PBMCs gesunder Blutspender ohne vorherige Bestimmung des EB&ftostatus
auf spezifische Gedachtnig-Zellen untersucht. Des Weiterenwaren die Spender nicht MHE
Klassell typisiert, da ein Hauptaugenmerk aufder Identifikation promiskuitiv bindender
Epitope lag. Diesesollten von einem Grof3teil der Bevdlkerungunabhéngig von ihrer HLA
Typisierung erkannt werden. Die PBMCs wurden zun&chst mit den zu testenden
Epitopkandidaten und einem Kontrollpeptid in vitro kultiviert (vgl. 3.1.2), um spezifsche F
Zellen zu amplifizieren. Nach der Stimulation wurden alle Epitopkandidaten mittels IFN
ELISPOT auf spezifische Zellen bei acht verschiedenen Blutspendggiestet. Dabei diente ein
Peptid aus HIV oder dem humanen Filamin Als Negativkontrolle und PHA,ein Mitogen und
Agglutinin, welches TFZellen unter anderem unspezifisch zur IFN 0 OT A OE O Edisl
Positivkontrolle . Wurden mindestens 10 Spots als Ré&tion auf ein Peptid detektiertund lag die
Anzahl der Spots mindestens dreifach Uber deNegativkontrolle, wurde das als spezifische
Antwort gewertet. Peptide mit mindestens einer Antwort bei den ersten acht getesteten
Spendern wurden an mindestens acht weiteen gestestet. War die Positivkontrolle negativ,
wurde ein Spender aus der Wertung ausgeschlossen. Jedes Epitayrde auf diese Weisebei
mindestens 15 gesunden Spendern getesteEin Beispiel fur ein ELISPOTErgebnis aus dem

Screening der BLLF1Epitopkandidaten wird in Abbildung 12 gezeigt
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BLLF1 43 BLLF1 130 BLLF1 157 BLLF1 167 BLLF1 176 BLLF1 268

BLLF1 322 BLLF1 301 BLLF1 388 BLLF1 654 FInA (-) Med. PHA (+)

Abbildung 12: Beispiel eines ELISPGErgebnises. Vier Spendr (13881392, jeweis zwei
Reihen) wurden auf IFN-Antworten gegen 10 Epitopkandidaten (BLLF1 dBLLF1 654,
jeweils Duplikate) getestet. Die Beschriftungen oben und unten beziehen sich jeweils auf die
obere und untere Reihe derfjeweiligen Spender. FInA Negativkontrollpeptid, Med.:
Mediumkontrolle, PHA: Positivkontrolle

In den folgenden Tabellen werden die ScreeningErgebnisse aller getesteten Antigene

zusammengefasst

Tabelle 10: Screeningergebnis der Epitopkandidaten auSBM\3A getestet an PBMCs
gesunder Blutspendedurch IFN 9[ L{thet¢

Reag. Getest. EF

Antigen Sequenz Position ") ") (%) Referenz
EBNA3A PIFIRRLHRLLLMRA 381-395 19 40 47,5
EBNA3A YIMYAMAIRQAIRDR 134-148 8 24 333
EBNA3A DLSYIKSFVSDALGT 287-301 8 24 333
EBNA3A TPTFVHLQATLGCT( 190204 7 25 280
EBNA3A RVVVSAVVHMCQDI 919933 4 16 250
EBNA3A YSIFFDYMAIHRSLT 247-261 4 16 250
EBNA3A RQWLYVQSSVGNIV 227-241 3 16 188
EBNA3A SWMYSYTDHQTTP1 179193 4 24 16,7
EBNA3A EEVLTPDQRVSFME 265279 2 16 125
EBNA3A AYPLHEQHGMAPCF 457-471 2 16 12,5
EBNA3A LPGVFSDGRVACAP 488502 2 16 125
EBNA3A DQRVSFMEFLGFLQ 271-285 1 16 6,3
EBNA3A PQYFDIPLTEPINQG 699713 1 16 6,3
EBNA3A FSQVADVVRAPGVP 647-661 1 16 6,3
EBNA3A FDYMAIHRSLTKIWE 251-265 1 16 6,3
EBNA3A PEQWMFQGAPPSQ 784-798 0 8 0,0

Reag.: Reagierende Spender; Getest.: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz
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Tabellell: Screeningergebnis der Epitopkandidaten aus LM@Bgtestet an PBMCs gesunder
Blutspender durch IFN 9 [ L{ t h ¢

Reag. Getest. EF
(n) (n) (%)

Antigen Sequenz Position Referenz

LMP1  WLYIVMSDWTGGAL 3963 1 19 53
LMP1 LALLLLLLALLFWLY 27-41 0 11 0,0
LMP1 LCILLLMITLLLIAL 8397 0 11 0,0
LMP1  WQLLAFFLAFFLDLI 138152 0 13 0,0
LMP1  ALLVLYSFALMLIII  51-65 0 12 0,0
LMP1 LIIFIFRRDLLCPLG 67-81 0 11 0,0 (Depil et al. 200y

Reag.: Reagierende Spender; &st: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz

Tabellel2: Screeningergebnis der Epitopkandidaten aus LM@B2tiestet an PBMCs gesunder
Blutspender durchIFN 9 [ L{t h ¢

Reag. Getest. EF
(n) (n) (%)

Antigen Sequenz Position Referenz

LMP2  APYLFWLAAIAASCF 130144 9 23 391
LMP2  QTNFKSLSSTEFIPN 377-391 3 16 188
LMP2  GAVWLTVMSNTLLS 436-450 2 23 8,7
LMP2  VLVLIVDAVLQLSPL 254268 1 16 6,3
LMP2 LIGFALFGVIRCCRY 461-475 1 16 6,3
LMP2  ASCFTASVSTVVTAT 141-155 0 8 0,0
LMP2  TVLTAVVTFFAICLT 183197 0 8 0,0
LMP2 LYLGLQHDGNDGLP 84-98 0 8 0,0

Reag.: Reagierende Spender; Getest.: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz

Tabellel3: ScreeningErgebnis der Epitopkandidaten aus BZLgetestet an PBMCs gesunder
BlutspenderdurchIFN 9 [ L{ t h ¢

Reag. Getest. EF
(n) (n) (%)

Antigen Sequenz Position Referenz

BZLF1 QLLQHYREVAAAKS 195209 7 20 350

BZLF1 PCVLWPVLPEPLPQ 4559 5 22 227
BZLF1 LQHYREVAAAKSSE 197211 3 16 188
BZLF1 CVLWPVLPEPLPQG 4660 1 16 6,3
BZLF1 RVYQDLGGPSQAPL 31-45 0 11 0,0
BZLF1 PFVQAFDQATRVYQ 21-35 0 11 0,0
BZLF1 AYHVSTAPTGSWFS 63-77 0 15 0,0 (Long etal. 2011

Reag.: Reagierende Spender; Getest.: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz
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Tabellel4: Screeningergebnis der Epitopkandidaten aus BRLdetestet an PBMCs gesunder
Blutspender durchFN- 9[L{thet

Reag. Getest. EF

Antigen Sequenz Position ") ") (%) Referenz
BRLF1 TPEIKKQLGSLVSDY 1529 8 20 40,0

BRLF1 DRFFIQAPSNRVMIP 119133 8 24 333

BRLF1 NICNFWAILRNNRVF 74-88 5 16 31,3

BRLF1 DVRALIKTLPRASYS 223237 7 24 292

BRLF1 TAMYKLLKHSRVRA 138152 6 24 250

BRLF1 RLTPEIKKQLGSLVS 13-27 4 20 20,0

BRLF1 LGSLVSDYCNVLNKI 22-36 1 16 6,3

BRLF1 EQPWIAAVHQESDE 380-395 1 16 6,3

BRLF1 PTFLPPVKRKKGLRI 403417 1 16 6,3 (Long etal. 20111
BRLF1 PACLLSTKSKAVETF 251-265 1 16 6,3

BRLF1 PASLAPTPTGPVHEI 464-478 0 14 0,0

BRLF1 TDELESLPSPTMPLk 302-316 0 14 0,0

BRLF1 KKGLRDSREGMFLP 412426 0 8 0,0

Reag.: Reagierende Spender; Getest.: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz

Tabellel5: Screeningergebnis der Epitopkandidaten aus BML§édtestet an PBMCs gesunder
Blutspender durchIFN 9 [ L{t h ¢

Reag. Getest. EF

Antigen Sequenz Position ") ") (%) Referenz
BMLF1 DPFLQSMLAVAAHP 241-255 6 26 231

BMLF1 LCLLAAYAAVAPAYI 394408 4 18 22,2

BMLF1 CTLVAMLEETIFWLG 302-316 3 16 188

BMLF1 DARMQAIQNAGLCT 290-304 3 20 150

BMLF1 FDMSLVKPVSKITFV 211-225 2 16 125

BMLF1 KQPLCLLAAYAAVAF 391-405 2 18 111

BMLF1 ASFVIPRKKWDLQDI 84-98 2 18 111 (Long et al. 2011
BMLF1 QNKVVETLSSSYVK( 378392 2 18 111

BMLF1 SKITFVTLPSPLASL 220-234 2 18 111

BMLF1 DESYGKRRHLPPGA 138152 0 10 0,0

BMLF1 SLTLEPIQDPFLQSM 233-247 0 12 0,0

BMLF1 NKVVETLSSSYVKQI 379393 0 12 0,0

BMLF1 KITFVTLPSPLASLT 221-235 0 10 0,0

Reag.: Reagierende Spendéretest.: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz
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Tabellel6: Screeningergebnis der Epitopkandidaten aus BMRgdtestet an PBMCs gesunder
Blutspender durch IFN 9 [ L{ t h ¢

Reag. Getest. EF

Antigen Sequenz Position ) ") (%) Referenz
BMRF1 EACLTLDYKPLSVGF 204-218 7 16 438
BMRF1 SVPILRFYRSGIIAV 261-275 18 42 429
BMRF1 AGDLPLDLSVILFNH 283297 3 24 125
BMRF1 AQDVGAVEAHVVCS 229243 2 20 10,0
BMRF1 PLSVGPYEAFTGPV, 213227 2 23 8,7
BMRF1 SKCYDHAQTHLKGC 18-32 0 14 0,0
BMRF1 LAAVANAGTAGLISF 47-61 0 8 0,0
BMRF1 SGGVKVTLNPDLYV' 184197 0 8 0,0

BMRF1 IGQVLLMPKTASSLC 162-176 0 8 0,0

Reag.: Reagierende Spender; Getest.: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz

Tabellel7: Screeningergebnis der Epitopkandidaten aus BNRgetestet an PBMCs gesunder
Blutspender durch IFN 9 [ L{t h ¢

Reag. Getest. EF

Antigen Sequenz Position Referenz
9 a M (%)
BNRF1 SFRQFQAINHLVLFD 163-177 5 16 31,3
BNRF1 ITPVLQKTGSLLIAV  816-830 6 21 28,6
BNRF1 PGLFPFVNAIASSLG 295-309 6 21 28,6
BNRF1 EIQQFLRLLGATYVL 131-145 4 16 25,0
BNRF1 SLKNLFRAVQQLVKS 861-875 3 14 214
BNRF1 ATVALINRFPALRDA ﬂ(l)é 4 21 19,0
BNRF1 VPVVAGFYRTINATL 346-360 4 21 19,0
BNRF1 VEMGRQFGFEVHRSI 147-161 3 16 18,8
BNRF1 LRSMNMYPAVLGRVC 941-955 2 14 143
BNRF1 ASNFMTVVASVSAPG 795-809 3 21 14,3
BNRF1 LYELLSDPRSALGLD 38-52 2 16 125
BNRF1 EMMDDFSPFFTVEFP 565-579 2 21 9,5
BNRF1 LPLADYAFVAHSQVW 653-667 2 21 9,5
BNRF1 RRVFFREVRDNTFLD 1823 1 14 7,1
BNRF1 ELPWLSLESCLTSIL 605-619 1 21 4.8
BNRF1 GEVLQTLRSMNMYP£ 935-949 0 14 0,0
BNRF1 RLLLGTWSSFASEQY 978-992 0 14 0,0
BNRF1 LAGLGAVGSTDNPPA ﬂgg 0 21 0,0
BNRF1 GSLFEQLFSDVATTP 840-854 0 21 0,0

Reag.: Reagierende Spender; Getest.: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz
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Tabellel8: Screeningergebnis der Epitopkandidaten aus BLLd€testet an PBMCs gesunder
Blutspender durch IFN 9 [ L{t h ¢

Reag. Getest. EF

Antigen Sequenz Position ") M) (%) Referenz

BLLF1 PRPVSRFLGNNSILY 268-282 12 16 75,0

BLLF1 VPYIKWDNCNSTNIT 157-171 8 16 50,0

BLLF1 STNITAVVRAQGLD\ 167-181 13 32 40,6 (Wallace et al. 1991
BLLF1 SNIVFSDEIPASQDM 301-315 5 16 31,3

BLLF1 ITYVGDNATYSVPM\ 322-336 4 16 250

BLLF1 TFDITVSGLGTAPKT 388-402 3 16 18,8

BLLF1 LFLLELLGAGELALT 91-105 2 16 125

BLLF1 TYSVPMVTSEDANS 330-344 2 16 125

BLLF1 YTIQSLIHLTGEDPG 10-24 1 16 6,3

BLLF1 PEFPFYPTCNVCTAI 31-45 1 16 6,3

BLLF1 AQGLDVTLPLSLPTS 176-190 1 16 6,3

BLLF1 TTYLPPSTSSKLRPF 817-831 1 16 6,3

BLLF1 LLLLLVMADCAFRRDM 874-888 1 16 6,3

BLLF1 TADVNVTINFDVGG!} 43-57 0 16 0,0

BLLF1 VYFQDVFGTMWCHI 130- 144 0 16 0,0 (Adhikary et al. 2006
BLLE QHNITSSSTSSMSLF 654- 668 0 16 0,0

Reag.: Reagierende Spender; Getest.: Getestete Spender; EF: Erkennungsfrequenz

Insgesamt konnte fir 77 Peptide von insgesamt 107 getesteten Epitopkandidaten gezeigt
werden, dass gegen sieine T-Zellantwort in der gesundenBevolkerung existiert. Bei 74der
Epitope handelte es £h um bis dato unpublizierte. Zwei der von uns vorhergesagterEpitope,
BRLF1 403(Long et al. 201} und BLLF1 167(Wallace et al. 199] waren schon bekannt wenn
auch nicht exakt die gleiche Position (BRLF1 407 bzw. BLLF1 163uf der anderen Seite
befanden sich auch unter den in unseren Expenenten nicht erkannten Peptiden publizierte
Epitope wie z.B.LMP1 67 (Depil et al. 2007. In Abbildung 13 sind die getestete Anzahl von
Epitopkandidaten pro Antigen sowie ihre Erkennungsfrequenzen dargestelltnsgesamt sieben
Epitopkandidaten wurden von Uber 40% der gesunden Blutspender erkanntEines davon
stammt aus dem latenten Antigen EBNA3Aalle weiteren aus den lytischen Antigenen BRLF1,
BMRF1 und BLLF1. Da diese Epitomene Rolle in der EBVWspezifischen Immunabwehr fast der
Halfte aller Individuen zu spielen scheinen, sind sie von besortem Interesse fiir einen EBY

spezifischen Epitopmix.
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Abbildungl3: Erkennungsfrequenzeter getesteten Epitopkandidaten pro Antigen.

3.1.4 Charakterisierung der beobachteten Reaktionen
auf CD4+ und CD8+Zellantworten

Beim ELISPOTScreening konnten antigeninduzierte IFN-r-Antworten auf mehrere
vorhergesagte Epitopkandidaterbei gesunden Blutspenderrdetektiert werden. IFN-r  E Aberl
aul3er von Thl-Zellen auch von CD8+ -FZellen und NKkZellen exprimiert werden. Da deshalb bei
den genessenen Reaktionen nichper sevon einer CD4+ TZellantwort ausgegangen werden
kann, wurden in vitro-Amplifikationen der haufiger erkannten und somit vielversprechenden
Epitope mit reagierenden Spendern wiederholtgie IFN-r  %@D OA OOE 1 lang&drbdundd UAT 1 O1
durchflusszytometrisch gemessenDas kleinste dabei verwendete Farbesmnel beinhaltete eine
Lebend/Totfarbung, CD4, CD8und IFKN 8 / DOET T Al  >alyeigkbh AuhdieABrbudg. &
von CD3 als TZellmarker wurde verzichtet, da NK-Zellen, dieman damit ausschlief&n kénnte,
kein CD4 exprimieren und der T-Zellrezeptor, und damit CD3, bei aktivierta Zellen
herunterreguliert wird (Reinherz et al. 1982. Die verwendete GatingStrategie wird in
Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung14: Gating-Strategie bei der Charakterisierung von Epitopen. Aus den Lymphozyten
wurden Einzelzellerausgewahlt. Danactvurdenlebende von toten Zellennd CD4+ von CD8+
T-Zellen unterschieden

Ein Beispiel fiir ein CD4+ Epitop wird inAbbildung 15 gezeigt. Nur CD4+ ¥ellen produzieren
spezifisch IFN-r nach Stimulation mit BMLF1 261.

CD4+ TFhg+ 0,1%
2,3%
B + BMRF1 261
CDB+ IFNg+
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< [e0]
[m] o
Q Q
CD4+ IFNg+ 0’1%
0,3%
+ Kontrollpeptid (HIV)
COB+ IFNg+
10 10°

IFN-y

Abbildung15: Beispiel fur eineCD4Antwort nach Stimulatio mit BMLF1 261 gemessen mit
ICS Angegebene Prozentzahlen silieN- + von CD# oder CD8+.
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Alle 24 bestatigtenCD4+ Epitope sindTabelle 19 zusammengefasstDas EpitopBLLF1 167 liegt
innerhalb einer schonbekannten SequenZBLLF1 163-183).

Tabellel9: D4+ FZellepitope

EF%
(getestete
Antigen Position  Sequenz Spendej Referenz

BLLF1L 268282 PRPVSRFLGNNSILY 75,0 (16)
BLLF1 157171 VPYIKWDNCNSTNIT 50,0 (16)
EBNA3A 381395 PIFIRRLHRLLLMRA 47,5 (40)
BMRF1  261-275 SVPILRFYRSGIIAV 42,8 (42)
BLLF1 167181 STNITAVVRAQGLDV 40,6 (32) (Wallace et al. 1991163183
BRLF1 119133 DRFFIQAPSNRVMIP 33,3 (24)
EBNA3A 134148 YIMYAMAIRQAIRDR 33,3 (24)
EBNA3A 287301 DLSYIKSFVSDALGT 33,3 (24)
BRLF1 223237 DVRALIKTLPRASYS 29,2 (24)
BNRF1 816830 ITPVLQKTGSLLIAV 28,6 (21)
EBNA3A 190204 TPTFVHLQATLGCTC 28,0 (25)
EBNA3A 919933 RVVVSAVVHMCQDD 25,0 (16)
EBNA3A 247261 YSIFFDYMAIHRSLT 25,0 (16)
BLLF1 322316 ITYVGDNATYSVPMV 250 (16)
BMLF1 241255 DPFLQSMLAVAAHPE  23,1(26)
BZLF1 4559  PCVLWPVLPEPLPQC 22,7 (22)
BMLF1 302316 LCLLAAYAAVAPAYl 222 (18)
BRLF1 1327  RLTPEIKKQLGSLVS 20,0 (20)
BNRF1 11021116 ATVALINRFPALRDA 19,0 (21)
BNRF1 346360 VPVVAGFYRTINATL 19,0 (21)
EBNA3A 227241 RQWLYVQSSVGNIV( 18,8 (16)
BMLF1 261275 CTLVAMLEETIFWLQ 18,8 (16)
BLLF1 388402 TFDITVSGLGTAPKT 18,8 (16)
EBNA3A 179193 SWMYSYTDHQTTPT 16,7 (24)

EF: Erkennungsfrequenz

Bei sieben Peptiden wurde ein€CD8Antwort beobachtet.In Abbildung 16 wird beispielhaft die
Farbung einer CD8Antwort, hier nach Stimulation mit dem Reptid BMRF1 204 gezeigt Im
Peptid EACLTLDYKPLSVQ@Regt dasvon Hislop et al 2002 publizierteA*02 restringierte Epitop
TLDYKPLY. Tatsachlich stammen die fir die Stimulation verwendeten PBMCs von einem A*02
positiven Spender.Da jedochnicht alle im Elispot reagierenden Spender A*02+waren, konnte
das Peptidentweder promiskuitiv prasentiert werden, oder von einem anderen Allotyp wie z.B.
C*07, welches auch relativ haufig vorkommtAuch eine MHEKlassell-Prasentation bei den

anderen Spendern kann nicht ausgeschlossen werden.
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Abbildung16: Beispiel fur eineCD8Antwort nach Stimulation mit BMLF1 204 gemessen mit
ICS Angegebene Prozentzahlen silieN- + von CD# oder CD8+.

Alle identifizierten CD8+ Epitope sind inTabelle 20 zusammengefasst.

Tabelle20: CD8+ Zellepitope

EF %
(getestete
Antigen Position Sequenz Spender)

Referenz

BMRF1 204218 EACLTLDYKPLSVGF 43,8 (16)
BRLF1 1529 TPEIKKQLGSLVSDY 40,0 (20)
BNRF1 163177 SFRQFQAINHLVLFLC 31,3 (16)
BZLF1 195209 QLLQHYREVAAAKS 350 (20)
BRLF1 7488 NICNFWAILRNNRVF 313 (16)
BNRF1 147161 VEMGRQFGFEVHR¢ 18,8 (16)
BMLF1 8498 ASFVIPRKKWDLQDI 11,1(18)

(Hislop et al. 2002208216

(Pudney et al. 2008.97-205

EF: Erkennungsfrequenz
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3.1.5 MHGCKIassell-restringierte Epitope von EBV aus
Publikationenund ihre Eignung fur einen EBWix

Nach einer Literaturrecherche wurden einige publizierte MHGKIassell-restringierte Epitope,
die vielversprechend erschienensynthetisiert und auf ihre Erkennungsrate in der gesunden
Bevolkerung geestet. Dies geschah analog zulpitop-Screening der vorhergesagten Ritope. In
Abbildung 17 wird die Reaktion von acht gesunden Blutspendern auf sieben EBN#Ditope,
gemessen durch ELISPOT, dargestellEwischen Position 400 und 600 és Cterminalen Teils
von EBNAlwurde schon von Long et aleine hohe Dichte an haufig erkannten MH&lassell
restringierten Epitopen entdeckt (Long et al. 2005. Diese Ergebnisse finden sich in unserem

Experiment bestatigt.

Eine Auflistung aller durch Literaturrecherche ausgewahlter und getesteterEpitope sind in
Tabelle 21 zusammengefasstEinige der Epitope erwiesen sich alsehr haufig erkannte, und

daher vielversprechende Kandidaten fur einen Epitopmix.

411 430 471 490 481 500 514 527 521 540 531 550 601 620 FI.N A @ PHA

D S S 2000
+++¢¢¢¢¢¢i¢++¢++¢

S
20000000000 9000004
4404424 LLLE L0004

bbb bbbt bbdbts

Abbildung17: IFN- -Reakionen von acht Blutspedern auf sieben bekannte EBN#&Dbitope.
Die Abbildung ist ein dsammenschnitt von zwei ELISRPPIatten gemessen in einem
Experiment.
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Tabelle21: Publizierte MH&KIlassell-restringierte Epitope geordnet nach ihren Erkennungsfrequenzen

Antigen Postion Sequenz Lange Referenz publizierte Restriktion getestete EF %
Spender
EBNA2 276295 PRSPTVFYNIPPMPLPPSQL 20  (Khanra et al. 19970miya et al. 2002.ong et al. DR52, DQ2, DQ7,DR1, 16 75
2005 DR16, DR7
BXLF2 126140 LEKQLFYYIGTMLPNTRPHS 20  (Long et al. 2011 DRB5*01 16 69
EBNAL 481-500 IAEGLRALLARSHVERTTDE 20  (Kruger et al. 2008482-496) DR4, DR7, DR11, DR15 16 69
EBNA1 521-540 RRGTALAIPQCRLTPLSRLP 20  (DemachiOkamura et al. 2008522-534) 16 63
EBNA1 471-490 QGGSNPKFENIAEGLRALLA 20  (DemachiOkamura et al. 2008474-487) 16 44
EBNA1 514527 KTSLYNLRRGTALA 14  (Khanna et al. 1998%615527) DR1 31 42
EBNA1 531550 CRLTPLSRLPFGMAPGPGP( 20  (Long et al. 2008529-543) 16 38
BZLF1 174188 ELEIKRYKNRVASRK 15  (Adhikary et al. 2006 DRB1*1301 16 32
BNRF1 12381252 TDAWRFAMNYPRNPT 15  (Milosevic et al. 2006 16 25
BKRF2 116135 GSFSVEDLFGANLNRYAWH 20  (Long et al. 2011 DPB1*04 16 25
EBNA3A 780794 GPWVPEQWMFQGAPP 15  (Long et al. 2005 Drl 16 25
EBNA3A 649663 QVADVVRAPGVPAMQ 15  (Long et al. 2005 16 19
BZLF1 207201  KSSENDRLRLLLKQM 15  (Adhikary et al. 2006 DQB1*0402 16 19
EBNA1 411-430 EADYFEYHQEGGPDGEPDV 20 (DemachiOkamura et al. 2008415-427) 14 14
BZLF1 11-25 LTAYHVSTAPTGSWF 15  (Long et al. 2011 DRB3*01 8 13
EBNA2 11-30 GQTYHLIVDTLALHGGQTYH 20  (Long et al. 2006 DR4 8 13
EBNA3C 66-80 NRGWMQRIRRRRRRR 15  (Long et al. 2005(Leen et al. 2001 16 13
BLLF1 61-75 LDLDFGQLTPHTKAV 15  (Wallace et al. 1991 HLADRw15 8 0
BMRF1 136150 VKLTMEYDDKVSKSH 15  (Long et al. 2011 DRB1*0301 8 0
BRLF1 475487 VHEPVGSLTPAPV 13 (Milosevic et al. 2006 8 0
EBNA3A 364378 EDLPCIVSRGGPKVK 15  (Long et al. 2005 DR15 8 0
EBNA3C 386400 SDDELPYIDPNMEPV 15  (Long et al. 2005 (Leen et al. 2001 DQ5 8 0
EBNA1 601-620 DDGVDLPPWFPPMVEGAAA 20 (Voo et al. 2005(601-620) 14 0

EF: Erkennungsfrequenz
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3.2 Promiskuitat der identifizierten Epitope& Effizienz der
Vorhersage durch SYFPEITHI

Ein promiskuitives Bindungsverhalten der Epitope erhoht die Wahrscheinlichkeit, dass ein
grol3er Anteil der Bevdlkerung fur dieses Epitop spezifische GedachtrisZellen besitzt. Daher
wurde bei der Auswahl der EpitopkandidatengroRen Wert darauf gelegt, Pptide, die fir

mehrere Allele als Epitopkandidaten vorhergesagt wurden, bevorzugt zu bertcksichtigen.

Daspotentiell promiskuitive Bindungsverhalten der identifizierten Epitopewurde mithilfe eines
MHGKIlassell-Bindungsassays naheruntersucht. Ein Assay bei dem Peptide in titrierten
Konzentrationen mit verschiedenen HLADR-Ketten zuriickgefaltet werdenund die Menge an
rickgefalteten MHCGMolekilen Uber Bindung an den HLADR-spezifischen Antikbrper L243
lumineszenzbasiert nachgewiesen wirdwurde von Sune dstesenin Kopenhagenentwickelt
(Justesen et al. 2000 Er testete freundlicherweise 23 der 24 als CD4+ Epitope
charakterisierten Peptide(vgl. Tabelle 19), sowie neun der publizierte n Epitope (vgl. Tabelle21)
auf ihre Bindungsfahigkeit an vershiedene HLADR-Molekile. Der Assay wurde bei pH und
bei pH7 durchgefihrt. Ein leicht saurer pHWert ahnelt den Bedingungen in den MH&lassell-
Kompartimenten (Peters et al. 1991 Landsverk et al. 2009, wahrend ein neutraler pH denin

vitro-Bedingungen nahe kommt.

Die ermittelten Bindungsaffinitaten sind in Tabelle 22 zusammengefasst Je niedriger die
mittlere Effektivdosis (EC50), d.h. je niedriger die mittlere Peptidkonzentration, die benotigt
wird, um eine halbmaximale Rickfaltung der MH®/oleklle zu erreichen, destohdher die
Bindungsatffinitdt. Die verschiedenen Bidungsaffinitdten werden in der Tabelle farblich
dargestellt. Glb, orange und rosa stehen fir hohéffinitdten mit einem EC50bis zu 100 nM,
hell- und mittelblau stehen fiir schwéchere Bindungsaffinitdtenund grau fur nicht-bindend. Die
Peptide sind in der Tabelle absteigend nach ihren Erkennungsfrequenzen geordnet. Auf den
ersten Blick lasst sich erkennen, dass fast ausnahmslos alle Peptigeomiskuitive
Bindungseigenschaften aufweisemind an mehrere der getesteten Allotyperbinden, auch wenn
man nur die getesteten DRBMolekiile in Betracht zieht Der Beitrag der rpekundarenODR[
Ketten DRB3, DRB4 und DRB#&lie nicht jedes Individuum exprimiert, wird im Vergleich zur
Gesamtheit der HLADR Expression af den Zelloberflachen als geringer einschéatzt. lhre
Transkription liegt um ein Mehrfaches unter der Expression der rprimarenO HLA-DRB1-
Molekiile (Berdoz et al. 1987 Stunz et al. 1989.

Fur welche HLADR-Allele die Peptide vorhergesagt wurden, ist imabelle 22 rechts angegeben.

Ein Vergleichmit den im Bindungsassay determinierten Bindungsaffinitaterbestatigte 40 dieser
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Vorhersagen (in der Tabelle griin markiert), wahrenchur 5 Vorhersagen nicht bestétigt werden
konnten (in der Tabelle rot markiert). Vorhergesagte Allele, die nicht farbig markiert wurden,
waren nicht im Bindungsassay inbegriffen. Diese Ergebnisse unterstreichen die hohe
Zuverlassigkeit der SYFPEITHVorhersage.

Des Weiteren schienen die vorhergesagten Epitope irBezug auf die getesteten Allotypen
tatsachlich starker promiskuitiv zu sein als die durch Literaturrecherche entdeckten und
nachgetesteten Diese Tendenz ist ibbildung 18 ersichtlich. Sowohl bei pH6 als auch bei pH
bindet die Mehrzahl der von SYFPEITHI vorhergesagten Peptide atnatestens 4 der getesteten
DRB1-Molekiile, wahrend die Mehrzahl der publizierten Epitope nur an 2-3 der getesteten
DRB1-Molekile bindet. Und das, obwohl die durchschnittliche Erkennungsrate bei beiden
Gruppen ahnlich hoch ist, mit 31,3% bei den vorhergesagten und 37,7% bei den publizierten.
Daraus kann abgeleitet werden, dass der vemwndete Selektionsansatz zur Auswahl potentiell

promiskuitiver Epitopkandidaten (vgl. 3.1.1) erfolgreich war.
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Tabelle22: Ergebnisse des MHKassell-BindungsassaysAngegeben sind die voBune Justesen ermittelten ECB@nzentrationin nM. Je niedriger
der Wert, destohther die Affinitdt. NB: Nicht bindendrarbcode Vorhersage: griin= Vorhersage trifft bei min. einerd\fgtit zu, rot=Vorhersage
trifft nicht zu, schwarz= vorhergesagter Allotyight im Bindungsassay getestet

pH 6 pH 7
Q2 @ 2 9|l @ @ 9o|le 2@ e e
a2 < ~ N Te} - [s2) - - o < N~ N - —
Erkennungl @ @ @ ¢ 719 ¢ @ 2P ¢ 2 |2 ©
Legende| Peptid frequend 3 B 8 8 D8 8 2 B[S 3 3 2R I [vorhersage
(nM) Nummer Sequenz Antigen  Position (% % % % % QQ: QD: % % no: % DQ: % DQ: nD: % (SYFPEITHI)
0-10 90344 |PRPVSRFLGNNSILY BLLF1 268 - 282 75, 93 12 9 9 9 1512 37 2 210 § | DR11]
10-50 90337 [VPYIKWDNCNSTNIT BLLF1 157-171 50,0 36 109 113 171 32(183 18 32 35 41 15 14| 59 45
50-100 80235 |PIFIRRLHRLLLMRA EBNA3A | 381 - 395 474 5103127 12 4 5 O 155- 0 3
100-200 | 80207 |SVPILRFYRSGIIAV BMRF1 | 261- 275 42,9 4 18 11 1f 41 41 48 22160 O 0j103 6
90338 |STNITAVVRAQGLDV BLLF1 167 - 181 40,4 6l 113- 18 61 DR11,
80126 |DRFFIQAPSNRVMIP BRLF1 119- 133 334 11 27 27 37 3 2 2 4 6 8 1 0 6 2 3
80237 |YIMYAMAIRQAIRDR EBNA3A | 134 - 148 33,4 26163 92 86 13 1 6 27 1 5 149
80266 |DLSYIKSFVSDALGT EBNA3A | 287 - 301 33, 178 186 66 10, 50 50 68 8 32 7 5(114 66DR1
80134 |DVRALIKTLPRASYS BRLF1 223 - 237 29,3 34 50 11 10 2 114DR1, DR11
90271 |ITPVLQKTGSLLIAV BNRF1 816 - 830 28,4 124 137 28 15 5 21 47 12 0 1 ; DR11)]
90088 |[TPTFVHLQATLGCTG EBNA3A | 190 - 204 28, 72 85 4 19 1 3 7 3 DR1, DR11,
80253 |RVVVSAVVHMCQDDE EBNA3A | 919 - 933 25! DR4, DR,
80260 |YSIFFDYMAIHRSLT EBNA3A | 247 - 261 25, 4 12 12 5 4 4 11 DR11]
90346 |[ITYVGDNATYSVPMV BLLF1 322 - 316 25, 10 10 19 9 3118 7 7|DR1,
80165 |DPFLQSMLAVAAHPE BMLF1 200 - 214 23, 18 50 8§ 8 1 15 5 DR1,
90133 [PCVLWPVLPEPLPQG BZLF1 45-59 22, 60 10 37| 11 DR1DR3
80120 |RLTPEIKKQLGSLVS BRLF1 13- 27 20, 65 62114 114 17. 37 2|179 171DR1, DR11
90277 |ATVALINRFPALRDA BNRF1 [1102- 1116 19,0 1. 12 3| 1 8 12 1
91135 |VPVVAGFYRTINATL BNRF1 346 - 360 19, 180 9 9 2 5 12 0 2 DR3,
80229 |CTLVAMLEETIFWLQ BMLF1 261 - 275 18, 33 DR1DR3
80262 [RQWLYVQSSVGNIVQ EBNA3A | 227 - 241 18, 117 48 48 15 15 17 4 5 1 63 19 1
90348 | TFDITVSGLGTAPKT BLLF1 388 - 402 18, 13! DR11
80255 |[SWMYSYTDHQTTPTF EBNA3A | 179- 193 16, 14 59 59 62 36 123 1124DR1, DR11
Publizierte Epitope:
111232 [LEKQLFYYIGTMLPNTRPHS|BXLF2 126-140
60220 |KTSLYNLRRGTALA EBNA1 514-527
1640 |CRLTPLSRLPFGMAPGPGP{EBNAL 531-550
110284 |[ELEIKRYKNRVASRK BZLF1 174-188
110273 [TDAWRFAMNYPRNPT BNRF1 | 1238-1252
111244 [ GSFSVEDLFGANLNRYAWHRKRF2 116-135
111249 [ GPWVPEQWMFQGAPP EBNA3A | 780-794
110288 [ QVADVVRAPGVPAMQ EBNA3A [ 649-663
111211 [KSSENDRLRLLLKQM BZLF1 207-201
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Abbildung18: Gegenuberstellung von durch SYFPEITHI vorhergesagten (blau) und publizierten
(rot) Epitopen bezlglich ihrer Promiskuitat. Sowohl bei ®Hls auch beipH 7 bindet die
Mehrzahl der vonSYFPEITHI vorhergesagten Peptide an mindestens 4 der getesteten DRB1
Molekille, wahrend die Mehrzahl der publizierten Epitopean 2-3 der getesteten DRB1
Molekulebindet.

3.3 EB\fspezifischer Peptidmix zur Stimulation von CD4+-T
Zellen

ZuverschiedenenZeitpunkten des Projektswurden verschiedenePeptidmixe zusammengestellt.
Ziel war immer die Kombination weniger, promiskuitiver Peptide, die zusammengenommen

eine IFN-r-Antwort bei mdglichst vielenlatent EB\Infizierten hervorrufen kann.

3.3.1 EBVspezifischer Epitop-Mix ausfinf Peptiden

3.3.1.1 Verschiedene Blutspender erkennen unterschiedliche PeptideVergleich

der Erkennungsmuster fur eine optimale Kombination

Um die optimale Kombination eines EB\tspezifischen Peptidnixes zusammenzustellen, wurden
sechzehn gesund Blutspender in einem ELISPOTExperiment auf die Erkennung von 10
verschiedenen, haufig erkanntenEpitopen getestet. Ziel war die Zusammenstellung einer
Kombination von funf Peptiden. Finf dieser Epitope stammtenaus den latenten Antigenen
EBNA3A und EBNALfunf vonden lytischen AntigenenBMRF1, BRLF1 und BLLFEAlle, bis auf
die beiden EBNAZ1Epitope, waren durch SYFPEITHVorhersage und Screening identifiziert
worden. Die beidenpublizierten EBNALEpitope (Khanna et al. 1995 DemachiOkamura et al.
2008) wurden ausgewahlt, da sie in einem ELISPOAssay mit acht Spendernvon

unterschiedlichen Spendein erkannt worden waren (vgl. Abbildung 17). EBNA1 514 ist zudem
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ein haufig erkanntes Epitop. Das Ergelmis des Direktvergleichs ist in Tabelle 23

zusammengefasst.

Tabelle 23: Direktvergleichder Erkennung von 10 Epitopen durch 16 Blutspenderange
markiert sind IFNyAntworten (ber dem Positivminimalwert der 3fachen Spotzahl der
Negativkontrolle (FInA)Angegeben ist die mittlere Spotzahieier MessungenFir den B\-
Mix ausgewahlte Epitope sinldervorgehoben.Spender, die auf gar keine Peptide reagieren,
sindgrauhinterlegt.

Latent Lytisch
Spender Z(i)r?ilrtrll\glwert: . EBNA3A EBNA3A EBNAl.. BRLFl.. BLLF1
FinAs 190 287 411 119 157
1391 3 19 1 2 1 0 0 1 2 10 0
1392 18 17 17, 299 11 7 110 27 56 71 12
1393 3 2 3 3 2 111 1 2 2 1 1
1394 5 2 2 1 3 4 106 5 0 23 1
1396 0 1 5 1 0 6 0 0 0 0 0
1504 344 328 138 93 97 477 154 162 460 187 144
1505 15 15 6 11 638 9 164 12 14 42 11
1506 3 4 0 0 1 2 14 1 0 1 1
1507 3 8 2 2 3 2 40 44 89 8 7
1508 0 2 2 1 0 8 2 1 3 1 3
1509 33 121 14 14 8 675 70 30 147 20 14
1510 2 6 1 2 0 1 1 1 1 2 1
1511 15 29 9 15 12 267 15/ 19 20 390 6
1512 6 3 10 4 3 5 33 4 6 3 4
1513 21 5 40 13 5 24 45 15 24 9 6
1499 0 1 0 5 1 1 0 0 0 0 0

'TEATA ARO nwOEATT O1 ¢OI OO0 OHBAABA 38DEBANATL 514BKAF1 £ T £ %
261, BLLF1 268und BLLF1 167 (in der Tabelle blau hervorgehoben) ausgewahlt.Bei enigen

Spendern (1391, 1393, 13941506 und 1512) konnten in diesem Experiment nuiReaktionen

gegen ein Epitop gemessen werden. Dieses eine Peptid war jeweils entweder EBNA3A 381,

EBNA1 514 oderBMRF1 261 Da es sich bei dieseauch generellum haufig erkannte Epitope

handelt, wurden sie in den Mix aufgenommenZusammenmit den PeptidenBLLF1 268 und 167

erreichen diese Peptide alle 12 reagieraden von 16 getesteten Spendermit einer mittleren

Erkennung von zwei Epitopen pro SpendemDer zusammengestellteEpitopmix ist noch einmalin

Tabelle24 zusammengefasst.
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Tabelle24: EBVspezifischer EpitofMix aus funf Peptiden

Antigen Position Sequenz B-% Referenz Pubiz.
(getest. Position
Spender)

BLLF1 268282 PRPVSRFLGNNSILY 75,0 (16)
EBNA3A 381-395 PIFIRRLHRLLLMRA 47,5 (40)
BMRF1 261275 SVPILRFYRSGIIAV 42,8 (42)
EBNAL 514527 KTSLYNLRRGTALA 419 (31) (Khanna et al. 1995 515527
BLLF1 167-181 STNITAVVRAQGLDV 40,6 (32) (Wallace et al. 1991 163183

EF: Erkennungsfrequenz

3.3.1.2 Eine Kombination aus funf Peptiden erreicht eine Erkennungsfrequenz

von Uber 90%

Der zusammengestellte Mix sollte auf seine Fahigkeit, von EBWezifischen FZellen vieler
verschiedener gesunder Blutspender erkannt zu werden, getestet werden. Dazu wurden erneut
in vitro-Stimulationen angesetztDie Reaktionen von 16 Blutspendern, dienieinem Experiment
gemessen wurden sind in Abbildung 19 zu sehen Alle gemessenen Spotzahlen liegen Gber dem
definierten Positivminimalwert, d.h. alle in diesem Expément gemessenen Spender reagieren

auf den Mix.

1509 1517
1510 1518
1511 1519
1512 (0 1520
1513 @ 1521
1514 1522
1515 1523
1516 1526

Abbildung19: Reaktion von 16 Blutspendern atd pg/ml des EBWIiix bestehend aus funf
Peptiden(vgl. Tabelle24). Alle Spotzahlethiegeniber demjeweiligenPositivminimalwert
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Insgesamt reagierten 23 von 24 getesteten Spenderies entsprichtetwa 96%. Im direkten
Vergleich im gleichen Experimentmit einem Vorlaufermix aus finf Peptidenerwies sich der
Peptidmix als zuverlassiger in der Stimulation EB\spezifischer Zellen(s. Abbildung 20). Der
Vorlaufermix fuhrte bei einigen Spendern (z.B. 1524 und 1513) zwar zu einer starkeren
Reaktion gemessen an den Spotzahlen, erreichte dafiir einige andere Spender, wie 1521, 1520
und 1519 kaum oder gar nichtFir den Vorlaufermixwaren weder BLLFX noch EBNAZLEpitope
verwendet worden, da sie zum gegebenen Zeitpunkt noch nicht bekannt bzgetestet waren.

Die wichtigste Vaaussetzung des Peptidmix ist die Stimulation EB¥pezifischer Zellen vieler
EBV\Infizierter . Daher ist der neue Mix oder eine Kombination aus altem und neuerder

alleinigen Verwendung des altervorzuziehen.

Mix alt Mix neu
2 [ | Mixalt
! BMLF1261
1523 [N [ EBNA3A 381
1522 EBNA3A 287
L B EBNA3A 190
1521 I BRLF1119
1520 |
1519 I Mix neu:
BMLF1261
1518 VN I EBNA3A 381
EBNA1 514
sl ] BLLF1268
1516 | — BLLF1167
1515 | I
1514 [N | FInA*3
1513 | — = Mix
1512 [ |
511 | —
1510 N
Q o)@ N@Q Q o}@ N@Q

Spots/0,5*10% PBMCs

Abbildung20: Vergleichdes Stimulationspotentialson zwei Peptidmixen, die jeweils aus funf

t SLIWIARSY 06Sa0SKSYy 0+2NXINIdZFSNY¥AEY oaaiEYySddan
Angegeben ist die mittlere Spotzahl pro Duplikat, die nach Stimulation mit einem der
Peptidmixe erreicht wurde. Es wurden 16 Spender getestet (B30, Nummerierung links).

In orange ist der jeweilige Positivminimalwert (Negativpeptiddaygestelt.

dzy |
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3.3.1.3 Einzusetzende Konzentration

Bei einer Stimulation mit einzelnen MHGKIassell-Epitopen wurde standardméRig eine
Peptidkonzentration von 10 pg/ml verwendet. Der Peptidmix bestehend aus finf Peptiden
wurde ebenso eingesetzt.Um die MinimalKonzentration zu bestimmen, die bei vielen
Blutspendern zuverlassig EBspezifischeZellen stimuliert, wurden PBMCs von acht Spendern
nach vorherigerin vitro-Amplifikation mit 10 pg/ml mit verschiedenen Konzentrationen von 0,3

pg/ml bis 10 pg/ml getestet. Diesgeschdn mithilfe eines ELISPOIExperiments.

In Abbildung 21 ist die konzentrationsabhéngige IFNg-Antwort von sieben Blutspendern
dargestellt. Einer der getesteten Spender reagierte nicht (nicht abgebildetBei Spender 1388
scheint die maximale Anzahl IFNyproduzierender Zellen schon bei einer Konzentration von 3
pg/ml erreicht zu sein; das Egebnis ist allerdings nicht eindeutig da ab einer lestimmten

Anzahl Spots keine verlassliche Auszéhlung der Spots mehr méglich ist.

1000
X %( ¢ 1388
X &
X G m 1391
®
100 A 1427
5 4 $
2 A 1429
> A *
=]
£ e ® 1476
c
S
5 10 * » 1481
E .
& X 1484
! T
1
0,3 1 3 10

Konzentration Peptidmix in ug/ml (log)

Abbildung 21: Konzentrationsabhangige Stimulation von PBMCs mit dem -Bidmix
gemessen durch ELISP@hgegeben ist @r Stimulationsindex, dh. das Vielfache deSpotzahl
der Negativkontrolle (FInAlvon sieben gesunden Blutspendern (Spendéi3881484) bei
verschiedenen KonzentrationerRot eingezeichnet ist der Positivminimalwert (Spotzahl der
FInAKontrolle x 3)
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Bei einer Konzentration von 1ug/ml ist nur noch bei sechsder acht Spendereine positive

Reaktion messbar, bei 0,3 pg/ml immerhin noch bei funf. Obwohl bei der in diesem und allen
anderen Experimenten eingesetzten Konzentration von 10 pg/ml eventuell die maximal zu
erreichenden Reaktonen noch nicht erreicht werden, waren bei allen dieser sieben Spender die

Spotzahlen Gber dem dréachen FInAPositivminimalwert und somit positiv.

3.3.2 EBVspezifischer EpitopMix aus sieben Peptiden:
Mix P
Ein weiterer Peptidmix, bestehend aus sieben Peptice wurde nach folgerden Kriterien

zusammengestellt:

- Haufig erkannte Epitope
- Epitope aus verschiedenen Antigenen, aus der Latenz sowie aus dem lytischen Zyklus
- Epitope, die natirlich prozessiert und prasentiert werden (vgl3.4)

Hierbei wurden von anderen Autoren publizierte Epitope starker in Betracht gezogen. Esgab

sich folgende Zusammensetzung:
Tabelle25: Zusammensetzung Mix P

Gen Position  Sequenz Referenz
Name
Latenz EBNA1 514527 KTSLYNLRRGTALA (Khanna et al. 1995
EBNA2 276295 PRSPTVFYNIPPMPLPF (Khanna et al. 1991.0ong et al. 2006
EBNA3A 381-395 PIFIRRLHRLLLMRA
Lytische BRLF1 119133 DRFFIQAPSNRVMIP
Phase BMRF1 261-275 SVPILRFYRSGIIAV
BXLF2 126140 LEKQLFYYIGTMLPNTR (Long et al. 2011
BLLF1 167-181 STNITAVVRAQGLDV (Wallace et al. 1991

Mit dieser Kombination an Peptiden konntenlFN-r produzierende Zellen bei sechzehn von
sechzehn getesteten Blutspendern stimuliert werden (sieh@bbildung 22). PBMCs von flinfzehn
der verwendeten Spender waren auchiir den Test der anderen beiden Peptidmixe verwendet
worden. Ein direkter Vergleichder Effizienz der Peptidmixez.B. anhandder Spotzahlen ist nicht

moglich, da es sich um zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrte Experimente handelt
Der aus sieben Bptiden bestehende Mix Pist jedoch mindestens so gut wie der aus funf
Peptiden bestehende Mix dafir geeignetunabhangig von einer HLATypisierung Zellen zu

stimulieren.
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Mix FIRA  PHA  Mix FINnA  PHA
1509 1518
1510 (& ********* ) 1519
1511 1520
1512 1521
1513 ) 1522
1514 ' 1523
1515 ** Y 1526
o § +404 44604

Abbildung 22: Reaktion von 16 Blutspendern auf 10 pg/aés EBWixes bestehend aus
sieben Peptiden (vglabelle25). Alle Spotzahlen sind Gber dem Positimimalwert.

3.3.3 Multifunktionelle Zellen nach Stimulation mit dem
Peptidmix

Multifunktionale T-Zellen, d.h. TZellen, die auf Aktivierunghin mehrere Funktionen (meist
Zytokine) simultan exprimieren, haben sich in verschiedenen Systemen als potenteals
monofunktionale Zellenerwiesen. So produzieren nultifunktionelle CD4+ Zellen im Mittel auch
groRere MengenlFN-r AT O 1 1T 1 1 AG&TtPEbAuEenhtendikdadanyaat et al. 2007g Des
Weiteren wurde fir verschiedene Erreger gezeigt, dass der Anteil multifunktioaler T-Zellen mit
einem Nicht-Fortschreiten einer Infektion korreliert (Betts et al. 2006 Darrah et al. 2007
Kannanganat et al. 2007pForbes et al. 2008Seder et al. 208; Ferre et al. 2009.

Nach in vitro-Amplifikation mit dem EBV-Peptidmix bestehend aus funf Peptiden 3.3.1)
konnten bei allen finf getesteten EBVseropositiven Individuen multifunktionelle Mix-
spezifische CD4+ Zellen nachgewiesen werdeAl§bildung 23).
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Seropositiv

Donor: CK Donor: NZ Donor: 1622
EBV serostatus: + EBV serostatus: +

Anzahl
Funktionen:

BmCch1s4+ W 1

Donor: 1623 Donor: 1640 O GranB + m 2
EBV serostatus: + EBV serostatus: +
& IFNg + . 32
Seronegativ =2 + 4
B TNF + 1 5

0 =:='-"\
01% TR

ik

Donor: L13 Donor: CG
EBV serostatus: - EBV serostarus: -

Abbildung23: EBVspezifischeb-PeptidMix induziert multifunktionelle CD4+-Zellenbei EBY
sergpositiven (oben) aber nicht EBMeronegativen Individuen (unten). Angegebene
Prozentzahlen beziehen sich auf den Anteil reagierender ZellenCD4+ CD3 lebendigen
Einzelzellen.Messung durch ICSDargestellt sind Mittelwerte einer Doppelbestimmung
abzugich der NegativPeptidkontrolle

Der Nachweis erfolgte durch ICS. Pro Spender waren 1,3% bis 3,3% der CD4Z¢ellen positiv
fur CD154, Granzym B, IFM h -2 )und/oder TNF. Bei allen EBV+ Spendern konnte ein
signifikanter Anteil an CD4+ Zellen, die alle finf Zytokine exprimieren, nachgeveen werden
(weil3e Tortenstlicke). Bei allen Spendern, aufl3er Spender NZ, exprimierten Uber 75% der
reagierenden CD4+ Zellen mindestens zwei Zytokine. Das Funktionsspektrum der reagierenden
Zellen war bei diesen Spendern sehr ahnlich. Fast alle reagierendeallgn exprimierten TNF

(lila Bogen) und/oder CD154 (rote Bogen). Alle Zellen dieser Spender, die vier Marker

exprimierten, exprimierten auch TNF. IFNA j COI T A "ECAT qQ xAO AAO AOEO
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Zytokin, gefolgt von 12 (blaue Bdgen) und Granzym B @be Bbdgen). Bei Spender NZ war das
Funktionsspektrum im Prinzip gleich, nur war der Anteil monofunktionaler Zellen (schwarze
Tortenstiicke), v.a. der Anteil moofunktional IFN-r h ' OAT U Wi2 produziederdé Zellen
groRer als bei den anderen Spendernim Vergleich dazu produzierten die Zellen der EBV
seronegativen Spender L13 und CG nicht nur weniger Zytokin nach Stimulation mit dem Mix (0,1
bzw. 0,3% Uber Hintergrund), sondern exprimierten zum grof3ten Teil nur ein Zytokin. Dies lasst
darauf schlieen dass der Mix nur bei EBV+ Individuen eine deutliche Antwort, die zudem
deutlich multifunktioneller ist, generiert und die detektierte Antwort vermutlich eine EBV
spezifische ist.Ein ahnliches Experiment wurde mit Zellen von acht untypisierten Spendern,
deren EBVStatus nicht bekannt war, durchgefuhrt. Zur Stimulation wurde der aus sieben
Peptiden bestehende Mix P3.3.2) verwendet, gemessen wurde die Mispezifische Expression
von CD154, TNF,IFN-r, IL-2 und dem von Th2Zellen exprimierten Zytokin IL-5 nach
Amplifikation in vitro (Abbildung 24). Der Gesamtanteilreagierender Zellen von CD4+ Fellen
reichte hier von 0,3% bis zu 25,7% (jewils Uber der Negativkontrolle). Insgesamt erschienen
die Multifunktionalitatsspektren heterogener als beim Experiment davorFast alle reagierenden
Zellen des Grol3teils der Spendezxprimierten entweder TNF oder CD154 oder beides (lila bzw.
rote Bogen). Eine Ausnahme vordieser Regel bildéen IL-5 exprimierende Zellen (Spender
d1765, d1763 und d1%13, blaue Bégen) und manchélL-2 exprimierenden Zellen (d1765 und
d1763, griine Bogen) Bei IL-5 handelt es sich um ein typisches ThZytokin, wahrend die
anderen einer Typ 1-Antwort und damit Th1-Zellen zuzuordnensind. Daher entspricht es den
Erwartungen, dasslIL-5 exprimierende Zellen keines der anderen Zytokine exprimiererund
umgekehrt, obwohl Zellen mit gemischtem Th1/Th2-Phanotyp in Mensch und Mausschon
beobachtetwurden (Paliard et al. 1988 Hegazy et al. 201p. Pro Spender exprimierteneinige,
allerdings unterschiedlich viele der reagierenden Zellen alleThl-assoziierten Zytokine (vier
Funktionen, hellgrau). 40% bis zu Uber 90%,(z.B.bei Spender d146§ der reagierenden Zellen

exprimierten mindestens zwei Funktionen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass beide Mixe dazu geeigimed, innerhalb kurzer Zeit
multifunktionelle EBV-spezifische FZellen in vitro zu vermehren. Die vermehrten Ze#n

exprimieren zum Grof3teil Thltypische Zytokine und Funktionen.
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Donor: d1466

Donor: d1510 Donor: d1762

Anzahl
Funktionen:
B CD154 +
CIIFNg +
B2 +
BILS +
B TNF +

JOE NN
b W N

Donor: d1763 Donor: d1764

Abbildung 24. Funktionsspektrenvon CD4+PBMCs achtiverschiedener Blutspendenach
Stimulation mit Mix PMessung mitteldCS. Angegebene Prozentzahlen beziehen sich auf den
Anteil reagierender Zelleder CD4+ CD8lebendigen Einzelzellen. Dargestellt sind Mittelwerte
einer Doppelbestimmung aliglich der NegatiPeptidkontrolle

3.4 Biologische Relevander Epitope

Bei den identifizierten CD4+ Epitopen handelte es sich um synthetisch hergestellte Peptide, die
in silico aus verschiedenen EBVAAntigenen vorhergesagt wurden. Um nachzuweisen, dass diese
Epitope tatsédchlich auf EBMransformierten Zellen prasentiert werden, wurden zwei
verschiedene Strategien angewandt. Fir beide Strategien wurden ER¥nsformierte B-Zellen
(lymphoblastoid cell linesLCLs)verwendet. Diese wurdenaus LeukaphereseSpendenmit dem
EB\:Laborstamm B%-8 generiert. Ubrige PBMCs wurden fiir die Generierung autologer- T
Zellklone verwendet. Die HLATYypisierungen der erfolgreich etablierten Lymphoblastoiden

Zelllinien sind in der folgendenTabelle zusammengefasst. Detaillierte Informationerwie Batch-
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Nummern verwendeter B95-8-Uberstande und Spendernummern der Leukapheresespender

aller Transformationsversuche sind m Anhang (siehe6.2, Tabelle 29) zu finden.

Tabelle 26: HLATypisierungen der etablierten LymphoblastoideBelllinien bzw. der
zugelorigen LeukapheresespendeBSowohl die MH&Klassel-, als auch die MH&lassell-
Typisierungemwurden von defTransfusionsmedizin TubingéRrau Dr. Wernet@iurchgefiihrt.

HLA Klasse | HLA Klasse Il
Leukal A B Cw DQ DR
LCENr
1 3 31 7 55 3 7 @ B1*05 B1*14 B1*16 B3 B5
26 1 2 7 62 3 7 B1*03 B1*06 B1*04 B1*15 B4 BS
3 1 2 62 63 3 7 nb
5 24 29 44 5 B1*03 B1*04 BI*07 B4
6 2 26 7 18 7 B1*03 B1*06 B1*11 B1*15 B3 BS5
78 1 2 7 62 3 7 B1*03 B1*06 B1*04 B1*15 B4 B5
8 24 18 27 2 7 | B1*03 B1*04 B1*11 B3 B4
9 1 2 8 7 nb
10 1 26 7 621 7 B1*05 B1*06 B1*01 B1*15 B5
11 1 2 8 18 7 B1*02 B1*03 B1*03 B1*11 B3

& Leukapheresespender hochstwahrscheinlich dieselbe Person oder eineiiges Zwillingspaar
(vgl. auch Blutgruppend CM\AStatusin Tabelle29), nb: nicht bekannt

LCLs exprimieren, wieauch untransformierte B-Zellen, sowohl MHGKIlassel- als auch MHE
Klassell-Moleklle auf ihrer Oberflache. Dies wurde auch bei den selbstienerierten LCLs

gezeigt (nicht abgebildet).
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3.4.1 Indirektes Nachweisverfahren mit
epitopspezifischen CD4+ “EZellklonen

CD4+ TFZellen, die spezifisch fur die identifizierten Epitope sind, sollten spezifisch autologe EBV
infizierte B-Zellen (LCLs) erkennen, wenn diese die Epitope in ausreichender Menge
prasentieren. So kann indirekt gezeigt werden, dass die Epitope endogen exprimiert, prozessiert
und prasentiert werden.Um dies zu zeigen, wurden mittels durchflusszytoetrischer Sortierung
nach IFNr-Capture Einzelzellklone generiert Eine Ubersicht iber die Strategidindet sich in
Abbildung 25.

Sortierung IFN-y
+Peptid produzierender

Zellen auf
Einzelzellniveau
durch FACS-Sort

Expansion spezifischer T-Zellen
in vitro durch unspezifische
Stimulation mit allogenen
Feeder-Zellen, 150 U/ml IL-2 &
1 ug/ml PHA-L

Nachweis der natiirlichen Prasentation
des Peptids durch EBV-infizierte B-Zellen
Uber den Nachweis reagierender T-Zellen

Abbildung 25: Schematische Ubersicht iber den Nachweis von Epitopen auf der Oberflache
von EBMnfiziertenB-Zellen (LCLS)

Anwachsende FZellklone wurden mit Peptid stimuliert und mittels ICS auf ihre Peptidspezifitat
getestet. Bei der Stimulation wurden keine antigenprasentierende Zellen zugegeben, da
aktivierte CD4+ T-Zellen selbst MH&KIassell auf ihrer Oberflache exprimieren und damit
prasentieren kdonnen (Ko et al. 1979 Pawelec and Buhring 1990 Barnaba et al. 1994. Die
getestetaen CD4+ Klonezeigten eine ahnlich hohe HLADR-Expression wie eine alsKontrolle
mitgefuhrte LCL-Linie, wahrend die Expressionsstarke von HLAQ zwar von Klon zu Klon

variierte, aber bei allen deutlich tGber der Isotypkontrolle lagAbbildung 26).
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Abbildung 26: CD4+ Zellklone spezifisch fir verschiedene EBMtope (54-27 bis 114-4)

exprimieren HLADR (rote Linie) in &hnlicher Starke wie die lymphoblast&ddhlinieLCL6. Die
HLADQExpression (blau) variiert von Klon zu Klmatype ctr: Isotypkontrolle, orangek562:
Negativkontrolle, da HL-Aegativ(Koeffler and Golda980).

Insgesamt konnten CD4+ “Zell-Klone spezifisch flir sieben verschiedene Peptide generiert

werden. Alle Klone erhielten eine Bezeichnung AAE AAlI 3 AEAT A n, BEADEAORA
+1 171708 110 30AT AAOAAOOx AQENIu@ TNRFaBuAdg géwahk. DieT OOA UA
Ergebnisse werden im Nachfolgenden nach Peptiden abgehandelt, und in 3.4.1.5

zusammengefasst.

3.4.1.1 BMRFR61spezifische Klone

Es konnten BMRF1261-spezifische Klone wn drei verschiedenen Spendern$pender 1,5 und
7) generiert werden. Die Klone von Spender 1 und 7,-1-8 und 7-1-1 produzierten sowohl [FN-r
als auch TNF nach Stimulation mit 10 pg/ml BMRF1 261, Klon427 produzierte hauptsachlich
TNF (siehe Abbildung 27, links). Titrierte man die Klone mit verschiedenen Konzentrationen an
Peptid wurde deutlich, dassdie Klone unterschiedliche Aviditdtenaufweisen (Abbildung 27,
rechts). CD4+ Thl-Zellklone koénnen, je nach Starke der Aktivierung ihres 1Zellrezeptors,

verschiedene Zytokineexprimieren, wie Itoh et al. 1997 anhand derlL-2- und IFN-r -Expression
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von Thl-Zellklonen nach Peptidtitration zeigte (Itoh and Germain 1997. Die Autoren
beobacheten dabei, dass eine starkere Aktivierungder Zellen nétig war, um eine IL-2-
Expression zu initieren als eine IFN-r-Expression. Analog dazu sieht man hier die
unterschiedliche Expressionvon TNF undIFN-r. Bei schwacherer Aktivierung durch geringere
Peptidkonzentration produzieren die Klone hauptsachlich TNF. Wird die Peptidkonzentration
und damit die Aktivierung der Zellen erhdnt, steigt bei allen drei Klonen der AnteillFN-r- und
TNFdoppelpositiver Zellen. Bei einer Uberaktivierung dagegen, hier nur beim hochspezifischen

Klon 7-1-1, nimmt dieser Anteil wieder ab.

+ Kontroll-
+ BMRF1 261 peptid Peptidtitrationen Klon
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100
80
60 1-1-8
103' 103' 40
10°4 1074 0 T —— T T
"loze%.0s3Tel T TR U
o 10? 10° 10’ 10° 10 10! 10° g v
- +
.+ J0228% 198%)| | .{0.00% ooo%| 2% = IFNg- TNF
E 1 m IFNg+ TNF+
o] 3 1 § ig B IFNg+ TNF-
3 s 5-4-27
3 3 o 40
& 10 10 2 20
o
10°4 E e 10°4 N 0
‘leow | semel CToow | oow E| ¢ & ¥ °
0 |u2 |03 10‘ 155 0 |0: 103 |0l 105 % 100 \’
)
.+ J0r980% 951%|  -{0.174% 000% 2| o
10t § 10t 60 1
40
H]3' 103' 20 - 7-1-1
107 4 107 0 - S o
E O H H O ICIN]
"1294% | _ 0980% ’ _.0391% QQQ & F PN
0 WI 103 H]. HID5 ] ID2 \CI] 10‘ |EI5 N
TNF Peptidkonzentration (ng/ml)

Abbildung27: CD4+T-Zellklonevon drei verschiedenen gesunden Blutspende®pender 1, 5
und 7, sind spezifischifr BMRF1 261T-Zellklone wurden mit 10 pg/ml BMRF1 261 bzw.
Kontrollpeptid (linkspder verschiedenen Peptidkonzentrationen (rechts) tber Nacht stimuliert
und intrazellular aufFN- - und TNFEXpression gefarbt. Abgebildet sind CD4Zellen.

Eine Bestimmung der Peptidkonzentration, bei der eine halbmaximale Antwort (R50) in Form
von TNF und/oder IFN-r-Expression erreicht wurde, ergab R50Werte von 8 ng/ml fiir Klon 7-
1-1 und 340 ng/ml fur Klon 1-8-8 (s. Abbildung 28). Fiur Klon 54-27 liel3 sich der Wert wegen zu

wenigen Messpnkten nicht gut bestimmen,musste aber unter 16 ng/ml liegen.
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Abbildung 28: Bestimnung der R560Nerte (Peptidkonzentration, bei der eine halbmaximale

Antwort in Form von TNFund/oder IFN“ -Expression erreicht wird) von den BMRF1 261
spezifischen Klonen-88 und 71-1.

Wie in Abbildung 29 zu sehen, erkannén sowohldie Klone 1-1-8 und 7-1-1 spezifischautologe
LCLs ohne vorterige Peptidbeladung. Daraus folgtdass das Epitop BMRF1 261ludch EBV
infizierte B-Zellen prasentiert werden kann. Klon 54-27 exprimierte keines der beiden
gemessenen Zytokine nach Koinkubation mit aotogen LCLs. Das kénnte darauf zurlick zu
fuhren sein, dass der Klon die LCLs aufgrund zu niedriger Aviditaticht erkannte, oder dass er
sie erkannte, aber Aktivierungsmarker exprimierte, welde in diesem Experiment nicht
gemessen wurden (z.B. CD154) Dass die LCLs da$riihe Iytische Antigen BMRF1 nicht
exprimierten bzw. aufgenommen haben ist unwahrscheinlich, ddlone spezifisch flir dasspate
lytische Antigen BLLF1 167 dieselben LCLs verlassti erkannt haben.
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Abbildung 29: Erkennung autologer lymphoblastoidefelllinien durch CD4+ BMRF1 261
spezifische Xellklone. Die Klone wurden Uber Nacht im Verhaltnis 1:1 mit autologen EBV
infizierten Zellen oder autologen-Bellen koinkubiert und eine intrazellulare Zytokinfarbung
durchgefiihrt. Abgebildet sind nur CD4+Z&llen.

Die Konfrontation von Klon 71-1 mit verschiedenen allogenen LCLs ergab eine HLA
DRB1*15:01-vermittelte Prasentation des Peptids. Der Klon erkanntadie HLADRB1*15:01-
homozygoteZelllinie MGAR ohne vorherige Peptidbeladungs. Abbildung 30). Die LCl:-Linie des
DRB1*14 und DRB1*16-typisierten Spender 1 wird von Klon 7-1-1 nicht erkannt, was eine
DRB5vermittelte Prasentation ausschlief3t. Eine Prasentation durch DB1*1501 ist konsistent
mit der hohen Bindungsaffinitat des Peptids zunMolekil (vgl. Tabelle 22). Da Spender Inicht

Trager dieses Allels ist, muss BMRF1 261 in der Tat promiskuitprasentiert werden.
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Abbildung 30: Stimulation von Klon -1-1 mit verschiedenen allogenen LCalsne vorherige
Peptidbeladung(Typisierung angegeben). Messung Zytokin+ Zellen per ICS. Als Kontrollen
dienten autologe LCLs und PiBhlasten. Zielzellen wurden mit CFSE markiert um eine
Differenzierung der CD4+ PHBAasten und der CD4+Zellklone zu ermdglichen.

3.4.1.1.1 Multifunktionalitat der Klone

Die Klone 18-8 und 7-1-1 zeigten nach etwa zehn Wochen in Kultur immer noch eine relativ
stark ausgepragte Multifunktionalitat (s. Abbildung 31). Bei Klon 1-1-8 exprimierten tber 90%
mehr als zwei Marker, Uber 30% sowohl CD154, Granzym BEN-r, IL-2 als auch TNF nach
Stimulation mit 10 pug/ml Peptid. Bei Klon 71-1, der bei dieser Peptidkonzentration schon
Uberaktiviert ist (vgl. Abbildung 27), exprimierten etwa 5% alle Marker, wahrend ein grof3er

Teil der Zellen nur Granzym B exprimierte.
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Abbildung 31: Multifunktionalitdt der BMRF1 26&pezifischen Klone-1-8 und 7#1-1 nach
Stimulation mit 10 pg/ml Peptid nach 10 Wochen in Kultur

3.4.1.2 BLLF&%pezifische Klone

Insgesamt wurden 22 BLLF1 16%pezifische Klone von drei verschiedenen Spendeli$pender
5, 6 und 7)und 4 BLLF1 268spezifische Klonevon zwei verschiedenen Spenderi{Spender 5
und 11) generiert. Bei den BLLF1 167spezifischen Klonen gab es wieder hb@vide Klone mit
sehr niedrigen R50Werten und Klone geringerer Aviditat. In Abbildung 32 sind
Peptidtitrationen von vier Klonen von Spender 6 dargestellt. Wahrend Klon-8-47 schon bei
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etwa 5 ng/ml eine halbmaimale Zytokinexpression zeigund Klon 6-4-49 sogar bei weniger als
3 ng/ml, liegen die R50Werte von 6-4-25 und 6-3-63 bei 25 bzw. 190ng/ml .
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Abbildung32: Peptidtitrationen von BLLF1 1&pezifischen Klonen. Alle stammen von Spender
6 und unterscheiden sich starkn ihren R50Werten. Gemessen wurden TNF und/od&N
produzierende Zellen durch ICS.

Auch hier trifft zu, dass hochawle Klone autologe LCLs erkenneand schwacler avide nicht.

Alle drei hoéher aviden Klone aus obigem Beispielrkennen autologe LCLs in dhnlicher Starke

wie mit 10 pg/ml Peptid beladene Zellen nur Klon 63-63, der schwach avide Klonnicht (s.

Abbildung 33). Hier ist die Erkennung autologer LCLs gemessen an der Expression U&N-r

und TNF schwach.
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Abbildung 33: Erkennung von CLs durch BLLF1 %6pezifischeKlone von Donor 6 mit

verschiedenen AviditatenKlone wurden mit 10 g¢/ml BLLF1 167, Kontrollpeptid, autologen
oder allogenen LCLs 1:1 Uber Nacht konfrontiert undigid: und TNF Produktion intrazellular
gemessen. Allogene LCLs: EMJ (DQADAIDQB1*084, DRB1*132, DRB3*0301)

Insgesamt stammten 17 der insgesamt 22BLLF1 167spezifischen Klone von Donor 6. Sechs
davon reagierten kaum aler gar nicht auf autologe LCLsind produzierten hauptséchlich TNF
auf Stimulation mit 10 pg/ml Peptid. Die anderen reagierten stark auf Peptid und LCLBes
Weiteren stammte ein Klon won Spender 7 und vier von Spender 5. Alle erkannten autologe LCLs
HLA-DR-vermittelt, wie in Abbildung 34 gezeigt Da die Spender mitDRB1*04, DRB1*07und
DRB4 (Spender 5)DRB1*11, DRB1*15, DRB3 und DRB5 (Spender 6) und DRB1*04, DRB1*15,
DRB4 und DRB5 (Spender 7)interschiedlichen HLA-Typisierungen aufweisen (s.Tabelle 26),
muss BLLF1 von mindestens zwei verschiedenen Allotypen prasentiert werden. Unter
Einbeziehung des MH&Klassell Bindungsassays (vgl.Tabelle 22), der DRB194 und die
getesteten DRB3, DRB4 und DRB5 Allele ausschlief3t, ergébe sich eine DRB1#0@ DRB1*15
vermittelte Présentation. Eine zusatzliche DRB1*1l-vermittelte Prasentation ist nicht

auszuschliefRen
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Abbildung 34: HLADRvermittelte Erkennungvon BLLF1 163pezifischen CD4+-Zellklonen
dreier Spendel5, 6 und 7)Die Klone wurden ber Nacht mit 10 pg/MLLF1 167, autologen
LCLs odeautologen BZellenim Verhéaltnis 1:Jkokultiviert. LCLs waren entweder unbehandelt

oder mit 10 pg/mlanti-HLADR,-DQ oder anttHLAKIassell fir eine Stundevorinkubiert, also
blockiertworden.

Eine CD107aExpression wird mit zytotoxischer Aktivitat assoziiert (Betts and Koup 2004. Bei
allen drei Klonen konntebei einem Teil der Zelleneine leicht erhdhte Expression von CD107a
nach Stimulation mit autologen LCLs im Vergleich zur Stimulation mallogenen Kontrol-LCLs
detektiert werden (s. Abbildung 35). Der Anteil an Zellen mit einererhohten CD107aExpression
war bei den Klonen 64-25 und 7-4-33 vergleichbar mit dem Anteil an Zellen dernach
Stimulation mit 10 pg/ml BLLF 167eine erhghte CD107aExpression zeigteBei Klon 54-38 liel3
die Zellzahl leider keine Peptidkontrolle zu.
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Abbildung 35: CD107&xpressionvon BLLF1 163pezifischen Klonemach Stimulation mit
autologen LCLs

Drei BLLF1 268spezifische Klone stammten von Spender 1{DQB1*02, DQB1*03, DRB1*03,
DRB1*11, DRBJ3, einer stammte von Spender 5(DQB1*03, DQB1*03, DRB1*04, DRBI*07,
DRB4. Gemessen an del-N-r- und TNFExpression reagierten alle vier stark auf 10 pg/ml
Peptid. Nichts desto trotz erkannte keiner der Kloneautologe LCLs(s. Abbildung 36). Da im
selben Experimentdie Erkennung won LCL5 von autologen BLLF1 16%pezifischen Klonen
nachgewiesen wurde, musste das Antigen exprimiert werderAlle drei Klone von Spender 11
reagieren starker auf die allogene LClinie EMJ(DQA1*0102, DQB1*0604, DRB1*1302,
DRB3*0301), welche mit dem Spender wahrscheinlich in der DRB3*QB1-Typisierung
Ubereinstimmt. Man konnte vermuten dass BLLF1 268 Uber die sekundaren BRMolekile
prasentiert wird und diese aus irgendeinem Grund nur ungenigend auf den autologen LCLs
prasentiert wurden. Sowohl DRB*0301 als auch DRB*0®€1 wurden durch den MHCKIassell-
Bindungsassay als sehr gut bindendingestuft (vgl. Tabelle22).
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Abbildung36: Erlennung von LCLs durch BLLF1-8p8zifische Klone von zwei verschiedenen
Spendern (5 und 11). Klone wurden mit 10 pg/ml BLLF1 268, Kontrollpeptidpgetooder
allogenen LCLs 1:1 tber Nacht konfrontiert und thé& - und TNFProduktionintrazellular
gemessen. Allogene LCLs: EMJ (DQA1*0102, DQB1*0604, DRBDRER030L

Eine naheliegende Erklarung fur die fehlende Erkennung der autologen LCLs nsttlirlich, dass
das erkannte Peptid nicht EB\tspezifisch ist. Daher wurde nach homologen Sequenzen in
Proteinen anderer Organismen mithilfe der Blastunktion in NCBI gesucht. Tatsachlich sindie
ersten neun Aminosauren des Peptids BLLF1 26@RPVSRFLENSILY, zu 100% homolog zu

einer Sequenz aus einem Protein aus dem fakultativ pathogenen PAzpergillus clavatus dem

HPP family protein. Um diese Hypothese zuesten, wurde die homologe Sequenz mit den
angrenzenden Aminosauren aus dem HPP family proteimachsynthetisiert, und die Klore auf

eine Erkennung getestet. Es konnte wederire IFN-r- noch eine TNFProduktion beobachtet
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werden. Als dritte Moéglichkeit bliebe noch, dass das Peptid in zu geringer Menge prasentiert

wurde und die Klone zu wenig avide \aren.

3.4.1.3 Klone spezifisch fur EBNA3A 381 und EBNA1 514

Drei CD4+ FZellklone waren spezifisch fiir das latente Antign EBNA3A. Alle drei EBNA3A 381
spezifischen Klone stammgn von Spender §DQB1*03, DRB1*04, DRB1*11, DRB3, BR und
produzierten in hohem MaRResowohl IFN-r als auch TNF nach Stimulation mit 10 pg/ml Peptid.
Alle drei Klone reagieren auf eine Stimulation mit autologen LCLs, wenn auch in schwacherem

Ausmalals auf die Stimulation mit Peptidvgl. Abbildung 37).
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Abbildung37: Erkennung von LCLs durch EBNA3A-s3&Fifische Klone von Donor Rlone
wurden mit 10 ug/ml EBNA3A 381, Kontrollpeptid, autologen oder allogenen LCLs 1:1 Uber
Nacht konfrontiert und diedFN“ - und TNFProduktion intrazellular gemessen. Allogene LCLs:
EMJ (DQA1*0D2, DQB1*0804, DRB1*13®2,DRB3*0301)
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Durch Zugabe einesanti-MHGCKIlassell-Antikdrp ers konnte die Reaktion geblock werden (s.
Abbildung 38).
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Abbildung38: Klon 83-16 erkennt autologe LCLs MHKlassell-restringiert. Die Erkennung von
autologen LCLs mittels ICS wardurch den antMHCKIassell-Antikdrper TiU39 blockiert.

Ahnlich war die Erkennung von autologen LCLs durchinen EBNA1 514spezifischen Klon von
Spender 11 (DQB1*02, DQB1*03, DRB1*03, DRB1*11, DRB3¥Ilon 11-2-1 reagierte stark auf
10 yg/ml Peptid, aber schwach auf autologe LCL&ie Reaktion wurde durch MHGKIlassell
vermittelt ('s.Abbildung 39). EBNA1 514 wurde von mehreren Autoren als von DR1 présentiert
beschrieben(Khanna et al. 1995Leen et al. 2001 Taylor et al. 2004 Ye et al. 2004Long et al.

2005). Da Spender 1 DRI-negativ ist, muss das Peptid promiskuitiv prasentiert werden.

Die beobachtete Tendenz, dass Peptide aus lytischen Antigenen sehr stark, Peptide aus latenten
Antigenen eher schwécher erkannt wrden, kénnte dadurch erklart werden dass die Antigene
nicht aus der Zelle selbst stammensondern von umgebenden lytischen Zellen augpommen

und prozessiert wurden. Dass dies in vitro der Fall ist, wurde von Adhikary et al. anhand von

BZLFXnegativen LCLs, die selbst nicht in die lytisch&hase gehen kénnen, demonstriert
(Adhikary et al. 2007).
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Abbildung39: Klon 112-1 erkennt autologe LCLs MHKlassell-restringiert. Die Erkennung von
autologen LCLs mittels ICS wardurch den antMHGKIassell-Antikorper Tu39 blockiert.Allo
LCLs: MGAR.

3.4.1.4 Die generierten TZellklone haben einen Effektor-Gedachtnisphanotyp

Insgesamt wurden 19 von insgesamt 26 LGCérkennenden Klonen auf ihren Effektor
Gedachtnisphanotyp untersucht. Dazu wurde eine Oberflachenfarbung spezifisch fur den
Chemokinrezeptor CCR7 und die Proteiiiyrosin-Phosphatase CD45RO durchgefihrAnhand
eines von Sallusto et alentworfenen Modells kann man an der unterschiedlichen Expression
dieser beiden Molekile Eektor-GedachtnisT-Zellen (Effector Memory, EM CCR7 CD45R0,
Zentrale-GedachtnisT-Zellen (Central Memory, CMCCR7+ CD45RQ}+aive (CCR7 CD45R0)
sowie terminal ausdifferenzierte EffektorGedachtnisT-Zellen (TEMRA CCR7+ CD45RD
voneinander unterscheiden (Sallusto et al. 1999. Alle Klone zeigten einen CCRTD45R0O+
Effektor-Gedachnisphénotyp, nur der BLLF1 167spezifische Klon 64-49 war teils CCR7+ und
damit teils vom ZentralenGedachtnisphanotyp (s. Abbildung 40). Dass EB\$pezifische T
Zellklone einem EMTyp entsprechen, wurde auch schon von anderen Autoren berichtet
(Moosmannet al. 201Q Long et al. 201).
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Abbildung40: Gedachtrsphanotypisierungder CD4+ Eellklonemittels Oberflachenfdsung
von CCR7 und CD45RGateswurden mithilfe von CD4+ PBMCs gesetzt. Die exemplarisch
gezeigten Klone stamen von zweiverschiedenen FACSortierungenund sind spezifisch fir
BMRF1 268, BRLF1 148wv.BLLF1 167.

3.4.1.5 Zusammenfassung deErgebnisse

Mithilfe der Einzelzdlsortierung und Expansionin vitro konnten CD4+ TFZellklone generiert
werden, die eindeutig spezifisch fir ein Peptid waren.Damit konnte sowohl fiir Peptide aus
latenten als auch aus Iytischen Antigenen eine natirliche, MHGKIassell-vermittelte
Préasentation durch autologe EBWitransformierte B-Zellen demonstriert werden. Eine grol3e
Rolle fur eineerfolgreiche Erkennung schien dabei die Aviditat der Zellklone zu spielen. Um so
avider die Klone im Falle von BLLF1 167und BMRF1 261spezifischen Klonen, unso starker
die Erkennung, zumindest gemessen anhand d&fN-r und TNFExpression.Eine starkere IFN-r
Produktion, zumindest bis zu einem Maximalwert, spiegelt dabei eine starkere Aktivierung

wider. Aul3er den bisher beschriebenen Klonen wurden auch Klone gegen BRLF1 119 und BLLF1

































































































































