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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Humane Zytomegalievirus (HCMV)

1.1.1 Die HCMV-Infektion

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) ist das gr6Bte Herpesvirus. Es besteht aus
einer Phospholipidmembran (Envelope) mit membranstéandigen Glykopeptiden, einer
aus verschiedenen Proteinen aufgebauten Matrix (Tegument) und dem
icosaedrischen Nukleokapsid (Core), welches eine lineare Doppelstrang-DNA
umschlieBt (siehe Abbildung 1.1).

_

Membran (Envelope)
Glykoproteine
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mit Matrixproteinen

Nukleokapsid

Virus DNA

Abbildung 1.1: Aufbau des Zytomegalievirus

Das Virus weist mit etwa 230.000 Basenpaaren und Uber 200 offenen Leserahmen
eines der gréBten Genome unter den Herpesviren auf [1].

Nach Infektion der Zelle wird die virale DNA zusammen mit Matrixproteinen in den
Zellkern transportiert, wo es zur Replikation kommt. Der Replikationszyklus dauert
etwa 24 Stunden [2, 3]. Zu Beginn wird die Transkription von immediate-early (IE)

Genen durch das im Zellkern vorhandene pp65 aktiviert. Dabei werden die
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Phosphoproteine IE-1 und IE-2 am stérksten exprimiert. Danach werden in der early
(E) Phase Proteine hergestellt, die zur DNA- und Proteinsynthese bendtigt werden
(z. B. Virale DNA-Polymerase). In der late (L) Phase werden vor allem Struktur-
proteine wie z. B. pp65 synthetisiert. Nach der DNA-Synthese findet der
Viruszusammenbau und die Freisetzung der Viruspartikel statt. Die Infektion kann
dabei lytisch oder latent ablaufen. Es kommt zu typischen zytopathologischen
Veranderungen wie ZellvergréBerung (,Zytomegalie®) und von einem hellen Hof
umgebene intranukledren Einschlusskérpern (,Eulenaugenzellen®). Im spateren
Infektionsverlauf treten so genannte ,dense bodies” im Zytoplasma auf, die v. a. aus
pp65 bestehen [4]. Das Protein pp65 ist den gesamten Replikationszyklus Uber
prasent, was flr die Immunogenitat und fir die Diagnostik eine wichtige Rolle spielt.
Durch eine Reihe von Mechanismen ist das Virus in der Lage, dem Zugriff durch das
Immunsystem zu entgehen und im Organismus zu persistieren [5, 6, 7]. Nach
neueren Untersuchungen kommen jedoch viel haufiger klinisch unbemerkte Virus-
Reaktivierungen vor als angenommen [8, 9, 10, 11].

Ein gesunder Mensch ist in der Lage die Infektion zu kontrollieren, so dass sie
inapparent bleibt. Einen voéllig anderen Verlauf nimmt die Infektion, wenn das
Immunsystem nicht voll funktionstiichtig ist. Bei Immundefizienten kann es eine
Reihe zum Teil schwerer Krankheitsbilder verursachen. Bei Herztransplantierten zum
Beispiel ist die HCMV-Erkrankung immer noch eine der Haupttodesursachen [12,
13]. Immunsuppression durch Erkrankungen oder bei Organtransplantierten flhrt zu
chronischer Antigenstimulation und Aktivierung des Immunsystems (z. B. durch
chronische Infektionen oder nach Organtransplantation), was zu einer CMV-
Reaktivierung fuhren kann [14, 15, 21]. Myelomonozytare Vorlauferzellen im
Knochenmark gelten dabei als wichtigstes Erregerreservoir, daneben persistiert das
Virus in zirkulierenden Monozyten und Driisenepithelien [16].

Die HCMV-Infektion ist darlber hinaus nach wie vor flir schwere kongenitale
Missbildungen verantwortlich [17].

Die Ubertragung erfolgt altersabhdngig intrauterin diaplazentar auf dem
héamatogenen Weg, perinatal durch Zervixsekret oder postnatal in der Stillperiode
tber Muttermilch [22, 23], spéater Uber engen Kontakt (v. a. Sexualkontakte, Speichel)
mit HCMV-Infizierten. Weiterhin von Bedeutung sind iatrogene Infektionen Cber Blut
oder Blutprodukte bzw. Transplantationen [24, 25]. Einmal etabliert, bleibt die
Infektion lebenslang bestehen. Das Virus kann durch Immunevasion der
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vollstdndigen Eradikation durch das Immunsystem entgehen [26, 27, 28]. Dabei
handelt es sich v. a. um Mechanismen, die mit dem Antigen-Prasentationsweg der
Wirtszelle interferieren, so dass der Zugriff von T-Zellen verhindert wird. Eine andere
Schutzfunktion stellt die Expression eines MHC-Klasse-I-Homologs dar, das vor NK-
Zell-Zugriff schiitzt [18]. Weitere Mechanismen sind die Produktion von veranderten
Interleukinen und Chemokinen, die Modulation der Komplementfaktoren,
Signaltransduktion, Transkription und von anderen Zellfunktionen [19,20].

Dem normal ausgepragten und nicht kompromittierten Immunsystem gelingt es

trotzdem, das Virus zu kontrollieren.

1.1.2 Epidemiologie

HCMV ist weltweit verbreitet und der Mensch ist der einzig bekannte Wirt. Die
natdrlichen Durchseuchungsgipfel liegen im Neugeborenen- bzw. Kleinkindalter
sowie im jungen Erwachsenenalter.

Weltweit liegen die Durchseuchungsraten bei 40 bis 100% je nach geographischer
Lage und nach soziohygienischem Status, in den Industrielandern bei ca. 60% [29].

1.1.3 Klinik der HCMV-Infektion

Die Primérinfektion wie auch die Reaktivierung kénnen eine ganze Reihe Klinischer
Manifestationen  zeigen.  Dabei  unterscheidet man  zwischen  einem
uncharakteristischen viralen Syndrom und den Endorgan-Erkrankungen (wie
Pneumonitis, Hepatitis, Retinitis, Myokarditis u. a.) [31].

1.1.4 Diagnostik

Zur Diagnostik einer CMV-Erkrankung stehen direkte Verfahren (Virusnachweis) und
indirekte Verfahren (Nachweis virusspezifischer Immunreaktionen) zur Verflgung.
Bei den direkten Nachweisverfahren stellt die CMV-Nukleinsduretestung mit PCR
bzw. real time PCR die Methode der Wahl bei Organsymptomatik dar [30, 32]. Als
Material kénnen Liquor, bronchoalveolare Lavage, Biopsiematerial und Leukozyten
bzw. Vollblut dienen [33]. Altere nichtmolekulare Verfahren wie die Virusisolierung
(Anzucht auf Zellkultur), die modifizierte Virusisolierung (Schnellverfahren) sowie der
pp65-Antigendmietest haben aber ihre Bedeutung beibehalten. Sie sind meist
preiswerter und in vielen Fallen gleichermaBen aussagekraftig. Die Bestimmung der
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Viruslast hat sowohl diagnostische als auch prognostische Aussagekraft und dient
dem Therapiemonitoring [34].

Bei den indirekten Methoden steht der Nachweis von CMV-spezifischen Antikdrpern
mittels ELISA als Screeningmethode vor Transplantationen und bei der Auswahl von
Blutspendern fir CMV-negative Immunsuppremierte zur Verfigung [35].

Eine Quantifizierung der CMV-spezifischen zellularen Immunitat mittels In-vitro-
Stimulation spezifischer T-Zellen und durchflusszytometrischer Messung ist bislang
der Forschung vorbehalten, ermdglicht jedoch die ErschlieBung wirtsbezogener
Aspekte als diagnostische und prognostische Parameter und kénnte in absehbarer
Zeit in die Routinediagnostik Einzug halten [36, 37, 38]. Dabei sind in der letzten Zeit
erhebliche Fortschritte gerade bei der Analyse der T-Zell-Antwort auf Einzelzellebene
gemacht worden, z. B. durch den Einsatz von MHC-Peptid-Tetrameren [38, 39, 40].

1.1.5 Therapie

Bei Patienten, die wie Organtransplantierte oder auch AIDS-Patienten ein hohes
Risiko fir die Entwicklung einer CMV-Erkrankung haben, ist die prophylaktische
Behandlung sinnvoll, wobei routinemaBig antivirale Medikamente zum Einsatz
kommen [41]. In vielen Verdffentlichungen und auch Empfehlungen verschiedener
Fachgesellschaften werden die Nukleosidanaloga Ganciclovir und zunehmend auch
Valganciclovir (h6here orale Bioverfligbarkeit) bevorzugt [41, 42, 43].

Durch die prophylaktische Therapie wird das Risiko, eine CMV-Erkrankung nach
einer Organtransplantation zu entwickeln, deutlich gesenkt. Ob so auch die Rate von
AbstoBungsreaktionen vermindert werden kann, ist noch nicht abschlieBend geklart
[44, 45].

Eine sicher wirksame Impfung steht zur Zeit noch nicht zur Verfligung, obwohl schon
seit langerer Zeit an der Entwicklung von Vakzinierungsstrategien gearbeitet wird
[47, 48]. Es werden aktuell jedoch verschiedene Anséatze in praklinischen und
klinischen Studien in Hinblick auf Wirksamkeit und Sicherheit untersucht, darunter
Peptidvakzinen, DNA-Vakzinen, Vakzinierung mittels Vektoren wie z. B. attenuierte
Pox- und Alphaviren [46].

Eine symptomatische HCMV-Erkrankung wird standardmaBig mit Ganciclovir
intravends fur mindestens flnf Tage gefolgt von Ganciclovir bzw. Valganciclovir oral

behandelt. Die deutlich toxischeren Substanzen Foscarnet und Cidofovir sind
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Reservemedikamente [49, 50, 51] — neuerdings auch Leflunomid [52]. Bei klinisch
schwerem Verlauf kommt auch der Einsatz von Hyperimmunglobulin in Frage.

Die antivirale Therapie kann die Replikation des HCMV allerdings nicht immer
vollstandig unterdrliicken, so dass Resistenzen gegenuber den Virostatika auftreten
kébnnen [53, 54, 55]. Li et al. fanden in ihrem Patientenkollektiv, dass 1,5% der
Herztransplantierten eine Ganciclovir-Resistenz entwickeln. Das waren 12,5% der

Patienten, bei denen eine CMV-Erkrankung zum Ausbruch kam [56].

1.2 Das Immunsystem

Als Immunsystem wird das Abwehrsystem hdéherer Lebewesen bezeichnet, das in
den Korper eingedrungene Mikroorganismen und fremde Substanzen entfernt und
auBerdem in der Lage ist, korpereigene maligne entartete Zellen zu zerstéren. Auch
einfache Organismen besitzen eine angeborene (unspezifische) Immunabwehr, die
phylogenetisch sehr friih entstand und seitdem weitgehend unveréndert blieb [57].
Die Wirbeltiere entwickelten zuséatzlich eine adaptive Immunabwehr, die sie noch
effektiver vor Krankheitserregern schitzt.

Zur angeborenen Abwehr zahlen anatomische und physiologische Barrieren wie
Epithelien, zellvermittelte Reaktionen (z. B. Phagozytose), allgemein entziindliche
Reaktionen und das Komplementsystem.

Mikroorganismen, die diese Barrieren Uberwinden, werden von Molekilen, sowie von
speziellen Zellen (Makrophagen, natlrlichen Killerzellen und neutrophilen Granulo-
zyten) attackiert, die sie durch genetisch kodierte Rezeptoren erkennen.

Somit kénnen Pathogene bekdmpft werden, ohne dass der Organismus zuvor mit
dem Erreger Kontakt gehabt haben muss. Zu diesen speziellen Rezeptoren gehéren
die so genannten Toll-like Rezeptoren (TLR) [58] und das zytosolisch lokalisierte
retinoic acid inducible gene | (RIG-I). Das Immunsystem nutzt dabei unveranderliche
Merkmale der Krankheitserreger - so genannte Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPSs) [59, 60].

Makrophagen und neutrophile Granulozyten enthalten das Inflammasom, das durch
Bakterienbestandteile stimuliert wird, was in der Ausschlttung des proinflam-
matorischen Zytokins IL-13 mindet [61, 62].

Die adaptive Immunabwehr zeichnet sich durch die Anpassungsfahigkeit gegeniber
neuen oder veranderten Pathogenen aus. lhre Zellen sind in der Lage, spezifische

Strukturen (Antigene) zu erkennen und gezielt zellulare Abwehrmechanismen
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einzusetzen und Antikérper zu bilden. Neben Antigenprasentierenden Zellen (APC)
stellen zwei Gruppen von Zellen die wesentlichen Elemente der adaptiven Immunitat
dar. Die T-Lymphozyten, welche die zellvermittelte Immunantwort gewéhrleisten und
die B-Lymphozyten unterstitzen, sowie die B-Lymphozyten selbst, die fir die
humorale Immunitat verantwortlich sind.

Nach einer abgelaufenen Immunantwort bleiben spezifische Antikdrper und
Gedachtniszellen erhalten, um bei erneutem Kontakt mit dem Krankheitserreger
binnen kurzer Zeit wieder eine angemessene Abwehrreaktion aufzubauen.

Das adaptive Immunsystem ersetzt aber nicht das angeborene, sondern erganzt es.
Die verschiedenen Bestandteile bedingen sich gegenseitig - erst durch ein gut
koordiniertes Zusammenspiel der angeborenen und adaptiven Immunabwehr wird

die komplexe Immunreaktion des Kérpers erméglicht [63].

1.2.1 Antigenerkennung durch T-Zellen

T-Zellen kénnen mit Hilfe ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) Peptide erkennen, die von
anderen Zellen mit Hilfe der Haupthistokompatibilitats-Molekile (MHC-Molekile)
prasentiert werden (s. u.). Der TCR ist aus zwei Ketten aufgebaut, die zur Immun-
globulin-Superfamilie gehéren. Die variablen Regionen der Ketten haben jeweils drei
hypervariable Regionen, die entscheidend fir die Antigenbindung und MHC-
Erkennung sind. Der TCR ist mit anderen Molekllen wie CD3 assoziiert. Diese
akzessorischen Molekile sind fur die Weiterleitung des TCR-Signals ins Zellinnere
verantwortlich [69].

Das Glykoprotein CD4 wird auf der Zelloberfliche von T-Helferzellen,
regulatorischen T-Zellen, Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen
exprimiert. Auf T-Zellen ist CD4 ein Korezeptor des TCR, dessen Signal es verstarkt.
Es gehért zur Immunglobulin-Superfamilie und weist vier extrazellulare Doméanen
(D1-4) auf. D1 interagiert mit der beta-2-Doméane von MHC-II-Molekdilen [69].

CD8 ist ein Glykoprotein, das ebenfalls als Korezeptor fiir den TCR fungiert. Es wird
v. a. auf zytotoxischen T-Zellen exprimiert, zudem wird es auf NK-Zellen gefunden.
CD8 bindet spezifisch an MHC-I-Molekile. Erst nach Dimerisierung ist es funktionell.
Am haufigsten ist die Formation CD8-alpha und CD8-beta-Kette, beide gehéren zur
Immunglobulin-Superfamilie. Die extrazellulare Doméne von CD8 interagiert mit der
alpha 3-Doméane von MHC-Klasse-I-Molekulen [69].
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Die Aktivierung von CD8-positiven T-Zellen erfolgt durch Interaktion zwischen dem
TCR und dem an das MHC-Molekll gebundene Peptid. AuBerdem ist ein zweites,
kostimulatorisches Signal notwendig, da das eine Signal alleine zum Tod der T-Zelle
fihren wirde. Das kostimulatorische Signal kann z. B. Gber eine Interaktion zwischen
CD28 und CD80 (B7-1) oder CD86 (B7-2) erfolgen [64].

Zytotoxische T-Zellen verfligen Uber ein Repertoire an direkten und indirekten
Mechanismen, um als fremd erkannte Zielzellen zu zerstéren [68,65].

Als direkte Mechanismen bezeichnet man die Sekretion von Granzymen und
Perforinen oder die Wechselwirkungen des Molekils Fas (CD95) mit seinem
Liganden (CD95L).

CD8 T-Zellen kdnnen nach Aktivierung Perforin aus ihren Granula freisetzten. Es
baut sich in die Zellmembran der Zielzelle ein, formiert eine Pore und ebnet so
Granzyme B den Weg in die Zelle, um Apoptose auslésen zu kdnnen. Dies geschieht
durch Aktivierung von Caspasen, die schlieBlich zur Aktivierung von DNAse flhrt.
Das Enzym DNAse degradiert DNA, woraufhin die Apoptose eingeleitet wird. Zudem
aktiviert Granzyme B das Protein Bid, welches die Proteine Bax und Bak rekrutiert,
und so die Membranpermeabilitdt der Mitochondrien &ndert. Es kommt zur
Cytochrom-C-Freisetzung (bendtigt, um die Initiator-Caspase 9 zu aktivieren, die
wiederum die Caspasen 3 und 7 aktiviert, die die Zelle schlieBlich zerstéren), sowie
zur Freisetzung u. a. von Smac/Diablo und Omni/HtrA2 (Suppressoren der
Apoptoseinhibitoren) [66].

Fas Ligand (FaslL) ist ein Typ Il Transmembranprotein, das zur TNF-Familie gehért.
FasL ist ein Homotrimer, das nach Bindung von auf der Zielzelle exprimiertem Fas zu
dessen Trimerisation fihrt. Daraufhin wird der Rezeptor-Komplexes (Death inducing
Signalling Complex, DISC) lGber das endosomale System internalisiert. Das Adaptor-
molekll FADD (Fas-associated death domain) bindet an die Todesdoméane von Fas.
Es kommt zur Bindung von Caspase 8, die sich daraufhin selbst proteolytisch
aktiviert und vom DISC ins Zytosol dissoziiert, wo andere Effektorcaspasen aktiviert
werden. Dies wiederum fihrt zur DNA-Degradation und konsekutiv zur Apoptose
[67].

Indirekte CD8 T-Zell-vermittelte Mechanismen haben einen nur geringen
unmittelbaren zytotoxischen Effekt auf die Zielzelle. Sie beeinflussen andere Zellen
und vermitteln so indirekt Zytotoxizitat, kénnen aber auch direkt auf die Zelle wirken

und z. B. die Virusreplikation beeinflussen [68]. Dazu zahlt die Sekretion von
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Interferon-gamma (IFNy). Dabei handelt es sich um ein pleiotropes Zytokin mit einer
Vielzahl von immunmodulatorischen Effekten, so kann es z. B. die Expression von
MHC-Molekulen steigern, Endothelzellen, Granulozyten, Makrophagen, T- und NK-
Zellen aktivieren und die Differenzierung von T- sowie B-Zellen einleiten [69].

Der Antigenkontakt flhrt aber nicht nur zur Aktivierung von CD8-positiven T-Zellen,
sondern auch zu deren Proliferation und Differenzierung zu Effektorzellen, deren
Aufgabe die Antigenelimination ist. Bleibt ein weiterer Antigenkontakt aus, sterben
die meisten Zellen durch Apoptose wieder ab. Ein kleiner Teil der Zellen wird zu
ruhenden Gedachtniszellen, die bei erneuter Antigenexposition innerhalb kurzer Zeit
eine starke Immunantwort mit erneuter klonaler Zellexpansion aufzubauen kénnen.
Far die Antigenerkennung durch CD4 T-Zellen ist die Peptidprasentation durch MHC-
Klasse-1I-Molekille notwendig. CD4 T-Zellen kdnnen diese MHC-gebundenen
Antigene mit Hilfe ihres TCR binden. Ist dies der Fall so werden sie aktiviert, was u.
a. die Sekretion einer Reihe von Zytokinen wie IFNy zur Folge hat.

Die sezernierten Zytokine wirken nun auf andere Zellen des Immunsystems und
aktivieren diese. B-Zellen beispielsweise differenzieren zu Plasmazellen und bilden

Antikérper, Makrophagen werden zur Phagozytose angeregt [70].

1.2.2 Haupthistokompatibilitaitskomplex und Erkennungsmechanismen

Der Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) umfasst eine Gruppe von Genen auf
dem kurzen Arm von Chromosom 6, die wichtige Proteine fir die Immunerkennung,
die Gewebevertraglichkeit bei Transplantationen [71] und die immunologische
Individualitat codieren [72].

Diese Genprodukte (MHC-Moleklle) sind Antigene auf der Oberflache jeder
Kérperzelle, die Zellen als zum Kérper gehérig kennzeichnen. Beim Menschen
heiBen sie humane Leukozytenantigene (HLA) [73].

Damit Antigene von T-Lymphozyten erkannt werden kdénnen, missen sie zuvor
aufbereitet und auf spezifischen Rezeptoren, den vom MHC-Komplex kodierten
Klasse-I- und Klasse-ll-Molekilen, auf der Zelloberflache préasentiert werden (MHC-
Restriktion).

Bei der Klasse | werden HLA-A, -B und -C unterschieden, bei der Klasse Il HLA-DR,
-DP und -DQ. Zu den Klasse-IlI-Molekilen gehéren die Komplementfaktoren C2, C4
sowie Bf-Plasmaproteine, die an der unspezifischen Immunabwehr beteiligt sind und
funktionell nicht zum MHC-System gehéren.

12
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Im Gegensatz zu Antikdrpern, die in extrazellularen Raumen vorhandene Antigene
(Ag) binden, kénnen T-Zellen nur an MHC-Molekile gebundene Ag erkennen. Sie
erkennen mit ihrem Rezeptor einen Komplex aus antigenem Peptid und
prasentierendem MHC-Molekill auf den Ag-prasentierenden Zellen.
MHC-Klasse-I-Molekiille bestehen beim Menschen aus einer transmembranédren
alpha-Kette, die aus drei Domanen (alpha 1 bis 3) besteht, und dem beta-2-
Mikroglobulin.

Die beiden extrazellularen Doméanen alpha 1 und 2 bilden eine Bindungsspalte, in
der Peptide einer Lange von 7-13 AS — in aller Regel 9 — Platz finden [74].

Diese Peptide sind Fragmente, die beim Abbau von zelleigenen Proteinen im
Proteasom entstehen und an der Zelloberflache immunkompetenten Zellen
prasentiert werden. Die prasentierten Peptide stellen einen Querschnitt der in den
Zellen synthetisierten Proteine dar. HLA-Klasse-lI-Molekile finden sich auf allen
kernhaltigen Kérperzellen, die damit Peptide prasentieren, die einen Querschnitt der
im  Zytoplasma enthaltenen von der Zelle selbst synthetisierten Proteine
reprasentieren. Sie werden dem Immunsystem Uber den so genannten endogenen
Prasentationsweg dargeboten. Auch Peptide, die aus viralen Proteinen in
virusinfizierten Zellen stammen und solche aus mutierten Proteinen in Tumorzellen,
werden so prasentiert.

Variationen in der Aminosauresequenz im Bereich der Bindungsspalte fihren zu den
unterschiedlichen HLA-Allelen mit verschiedener Antigenspezifitat.

Durch den Vergleich von Peptiden, die von bestimmten HLA-Molekillen gebunden
wurden, konnte gezeigt werden, dass diese Peptide haufig gleiche oder gleichartige
Aminoséaurereste an bestimmten Positionen aufweisen (Bindungsanker).

Als Bindungsmotiv bezeichnet man eine Aminosduresequenz, die vom
entsprechenden HLA-Molekil erkannt und gebunden wird. Diese Sequenz ist von
der Struktur des MHC-Allomorphs in der Peptidbindungsspalte abhangig. Durch
Roéntgenstrukturanalysen wurde gezeigt, dass sich MHC-I- und MHC-II-Molekiile im
Bereich der Bindungsspalte strukturell sehr ahnlich sind, selbst bei unterschiedlichen
Spezies wie Maus und Mensch [75, 76, 77].

Die meisten durch HLA-Klasse-I-Molekiile gebundenen Peptide weisen zwei
Bindungsankerpositionen auf, die in einem engen Kontakt mit dem MHC-Molekl
stehen. Der eine ist meistens der AS-Rest an Position 2, der andere der C-terminale
AS-Rest.
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Bei HLA-A*0201 entsprechen die Aminosduren an den Positionen 2 und 9 solchen
Ankerpositionen. Friihere Daten aus Peptid-Poolsequenzierungen, die an MHC-I
gebunden waren, zeigten, dass flr diese Ankerpositionen bestimmte Aminoséauren
bevorzugt sind. Im Falle von HLA-A*0201 sind Leucin und Valin die bevorzugten
Ankeraminosauren an diesen Positionen. Es gibt auch subdominante Anker, die nicht
so eng wie die Hauptankerpositionen mit dem MHC in Kontakt stehen, wie z. B. die
Aminosaure an Position 6 fur HLA-A*0201. Abbildung 1.2 verdeutlicht dies am
Beispiel einiger HLA-A*0201 prasentierter Peptide.

G I L GF VFTL Influenza-Matrixprotein (59-68)

WL SLLVPFUV Hepatitis B sAg (335-343)

D LMGY | PLV Hepatitis C Matrixprotein (17-25)

Y MDGTMSQV Tyrosinase (369-377)

I L K EP V HGYV Reverse Transkriptase von HIV (476-484)

N L VPMVATYV HCMV Matrixprotein pp65 (489-507)

Abbildung 1.2: Die Bindungsanker (fett dargestellt) von T-Zell-Epitopen, die von
HLA-A*0201 prédsentiert werden, dhneln sich trotz ihrer sehr unterschiedlichen
Herkunft stark. Bei diesem Beispiel ist der Bindungsanker an Position 2 am
héufigsten Leucin (L), daneben finden sich auch andere aliphatische AS wie Valin
(V), Methionin (M), Isoleucin (I), Alanin (A) und Treonin (T) [74].

Die Kenntnisse der Bindungsmotive fir eine Reihe von HLA-Allelen erlaubt eine
Vorhersage, welche Peptide von welchen HLA-Allelen prasentiert werden kénnen
[78]. Im Gegensatz zu den MHC-Klasse-I-Molekilen ist die Bindungsspalte der
Klasse-lI-Molekiile zu beiden Seiten offen. Die N- und C-Termini der Peptide sind
nicht in den Spalten der Peptidbindungsregion verankert, wodurch die Peptide langer
als bei den MHC-I-Molekilen sein kénnen. Die Réntgenstrukturanalysen von HLA-
DR1, an dem ein Hamagglutinin-Peptid von Influenzavirus gebunden war, zeigten
nur 9 AS innerhalb der Peptidbindungsspalte [79]. Im Gegensatz zu MHC-I-
Molekilen erlauben die MHC-II-Molekiile eine relativ degenerierte Peptidbindung
[80].
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Typischerweise haben Klasse-lI-prasentierte Peptide eine Lange von 15 bis 18 AS
[74], es kommen aber auch viel kirzere (<9) und langere (>24) Liganden vor.
MHC-Klasse-II-Molekiile finden sich nur auf der Oberflache von professionell
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) wie Makrophagen, Langerhanszellen und
dendritischen Zellen sowie auf B-Zellen.

Die APC nehmen Antigene aus ihrer Umgebung durch Endozytose auf und
prasentieren sie — MHC-Klasse-ll-gebunden — den CD4-positiven T-Helferzellen
(exogener Prasentationsweg). T-Helferzellen sind zentrale Organisatoren der
Immunantwort. Sie haben ein breites Repertoire an Zytokinen, das sie ausschiitten
kénnen. Je nach der Zusammensetzung beeinflussen sie die Art der resultierenden
Immunantwort. Sie werden aber auch durch die APC mittels kostimulatorischer
Signale und Zytokine beeinflusst. Auf diese Weise kommt APC eine entscheidende
Rolle bei der Antigenprasentation und Induktion einer Immunantwort zu [81].

1.2.3 Immunantwort gegen HCMV und mdégliche klinische Applikationen

Eine HCMV-Infektion ruft sowohl eine humorale als auch eine zellulare
Immunantwort hervor. Die Interaktion von HCMV mit dem Immunsystem ist Uberaus
komplex. HCMV selbst wirkt immunsuppressiv und versucht Uber verschiedene
Mechanismen, der Elimination durch das Immunsystem zu entgehen [5, 82]. So wird
vor allem die Expression des MHC-I-Komplexes aber auch in geringerem MaBe die
des MHC-IlI-Komplexes herunterreguliert und dadurch die Antigenprasentation und -
erkennung eingeschrankt [83]. Schon Ende der 70er Jahre gab es Hinweise darauf,
dass die HCMV-Infektion durch HCMV-spezifische Zellen kontrolliert wird. Beim
Vergleich von Patienten mit klinisch manifester mononukleosedhnlicher HCMV-
Erkrankung mit Gesunden fanden Levin et al. 1979 eine deutlich schwachere
Proliferationsantwort der Patienten [84]. Es wurde zunachst vermutet, dass die akute
CMV-Infektion eine proliferative Antwort durch mononukledre Zellen unterdriickt. In
mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass eine deutliche Korrelation zwischen
der Gegenwart einer zytotoxischen HCMV-spezifischen T-Zell-Antwort und dem
Verlauf der HCMV-Erkrankung besteht [85, 86, 87], so dass der Schluss gezogen
wurde, dass HCMV-spezifische zytotoxische T-Zellen entscheidend fir die Kontrolle
der Erkrankung sind [88, 89].
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Zunachst wurde am Maus-Modell gezeigt, dass ein adoptiver Transfer von CD8 T-
Zellen vor der Entwicklung klinischer Manifestationen bei HCMV-Infektion schitzt
[90, 91]. Spéater wurde dies auch am Menschen gezeigt:

Ridell et al. 1992 beobachteten, dass mit dem adoptiven Transfer von CD8 T-
Zelllinien bei drei Transplantationspatienten eine signifikant protektive Wirkung von
HCMV-spezifischen CD8 T-Zellen in Bezug auf die Inzidenz schwerer HCMV-
Infektionen erreicht werden konnte [92].

Eine 1995 verdffentlichte Studie von Walter et al. bestatigte diese protektive Wirkung
[93]. Bei knochenmarktransplantierten Patienten, denen HCMV-spezifische CD4 T-
Zellen fehlten, nahm die HCMV-spezifische CTL-Aktivitat jedoch bald wieder ab.

Bei der Generierung von HCMV-spezifischen T-Zellen wurden bisher verschiedene
Strategien verfolgt. Zum einen wurden CTLs ex vivo mittels CMV-infizierten
Fibroblasten als Stimulatorzellen induziert [93]. Diese Methode ist flr den klinischen
Einsatz allerdings ungeeignet, da hierbei ein erhebliches Infektionsrisiko vorliegt.
Eine andere Mdglichkeit stellt die ex vivo Induktion HCMV-spezifischer CTLs mit
dendritischen Zellen dar, die entweder mit Peptiden [94, 95] oder mit CMV-Antigen
gepulst wurden [96, 108]. Beide Verfahren sind sehr arbeits- und zeitaufwendig.
Auch neuere Untersuchungen konnten die Wichtigkeit der CD8 T-Zell-Antwort
unterstreichen, so konnten Bunde et al. zeigen, dass IE1-spezifische CD8-positive T-
Zellen bei Transplantierten mit dem Schutz vor einer CMV-Erkrankung assoziiert ist
[129].

Bei der Analyse der Rolle der HCMV-spezifischen CD4 T-Zellen fanden von Boland
et al. (1993) bei Organtransplantierten [97] und Ljungman et al. (1993) bei
Knochenmarktransplantierten [49] eine Korrelation zwischen der HCMV-spezifischen
proliferativen Antwort und der Bewéltigung bzw. Kontrolle der HCMV-Infektion, wobei
die CD4 T-Zell-Antwort die Gberwiegende proliferative Antwort darstellte.

Bei Knochenmarktransplantierten konnte in den meisten Fallen eine frihere
Rekonstitution der CD4 T-Zell-Antwort im Vergleich zur CD8 T-Zell-Antwort gefunden
werden [99], wobei die CD4 T-Zell-Rekonstitution die Voraussetzung fiur die HCMV-
spezifische CTL-Antwort zu sein schien.

Ljungman et al. zeigten in einer Studie (1993), dass eine fehlende proliferative CD4
T-Zell-Antwort mit einem erhéhten Risiko flr eine interstitielle Pneumonie im Rahmen
einer klinisch manifesten HCMV-Erkrankung einhergeht [98], und Einsele (1993)
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erkannte, dass eine persistierende CD4 Lymphopenie generell die Entwicklung einer
manifesten HCMV-Erkrankung begunstigt [100].

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass flr einen Langzeitschutz vor CMV-
Erkrankung zusatzlich zu den spezifischen CD8 T-Zellen spezifische CD4 T-Zellen
notwendig sind [93].

In letzter Zeit verdichteten sich die Hinweise darauf, dass die T-Helfer-Zellen eine
wichtigere Rolle als bisher angenommen spielen — vor allem bei der
Langzeitrekonstitution der Immunantwort gegen HCMV [101, 102, 103, 104, 105,
106]. Es konnten CMV-spezifische zytolytische CD4-positive T-Zellen bei Patienten,
deren Viruslast nach primarer Infektion abgefallen war, beobachtet werden [130]. Die
Wichtigkeit der CMV-spezifischen CD4-positiven Zellen wird dadurch noch
unterstrichen, dass eine verzdgerte CD4 T-Zell-Antwort mit dem Auftreten von
Krankheitssymptomen einer CMV-Erkrankung bei Nierentransplantierten korreliert
werden konnte [131]. Dies fuhrte zu Versuchen, beide T-Zell-Subpopulationen im
Rahmen eines adoptiven Transfers therapeutisch einzusetzten, um eine mdglichst
langanhaltende effektive Immunantwort gegen CMV hervorzurufen [107, 108].

Als Hauptantigen der HCMV-spezifischen T-Zellen galt zunachst das immediate early
1 Protein (IE-1, UL123) [109, 110, 111]. Es wird in der friihen Phase der Infektion am
starksten exprimiert [112], und es konnten hohe Frequenzen IE-1-spezifischer CD-4-
und CD8-positiver T-Zellen im peripheren Blut gesunder HCMV-seropositiver
Probanden nachgewiesen werden [109, 110, 113].

Spater wurde das Matrixprotein pp65 als immundominantes Protein fir die HCMV-
spezifische CTL-Antwort beschrieben. Es bildet den Hauptteil des Teguments von
HCMV, und es konnte gezeigt werden, dass Peptide aus pp65 auch ohne Virus-
replikation T-Zellen prasentiert werden [114, 116].

Es wurden Frequenzen pp65-spezifischer T-Zellen bei gesunden HCMV-
seropositiven Probanden beobachtet, die zum Teil héher waren als fir IE-1. Die fur
pp65 spezifischen CDB8-positiven T-Zellen machten 70 bis 90% der CMV-
spezifischen CD8-positiven T-Zellen aus. Wills et al. konnten zeigen, dass in
einzelnen Fallen die T-Zell-Antwort dabei auf nur eine oder einige wenige antigene
Determinanten beschrankt war [117]. Diese T-Zell-Populationen — gegen einzelne
Epitope gerichtet — bestanden auBerdem aus nur wenigen Klonen. Wills zeigte, dass
diese Klone in vivo stark expandiert waren [118, 119, 120]. Ahnliches konnte auch fiir
pp65-spezifische CD4 T-Zellen gezeigt werden [121].
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Mit pp65 wurde ein Hauptantigen sowohl fir CD8 als auch CD4 HCMV-spezifischen
T-Zellen gefunden [114, 115, 122].

Mit der Zeit konnten eine Reihe von Epitopen aus den beiden Proteinen pp65 und IE-
1 und anderen darlUber hinaus identifiziert werden [123, 124, 125]. Bis heute sind
mehr als 150 immunogene offene Leseraster bekannt [126].

Weiterhin bleibt unklar, warum es bei Patienten mit einem vergleichbaren Ausmaf an
Immunsuppression zum Teil zu einer klinisch manifesten HCMV-Erkrankung kommt,
wohingegen ein anderer Teil lediglich eine asymptomatische Virusreplikation zeigt
und ein weiterer Teil Uberhaupt keine Replikation aufweist. Eine zuverldssliche
Vorhersage dartber, welche Patienten ein besonders hohes Risiko haben, eine
HCMV-Erkrankung zu entwickeln, ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht méglich.

Es ist also notwendig noch mehr Uber die komplexen Wechselwirkungen zwischen
kérpereigenen Abwehrmechanismen und dem HCMV in Erfahrung zu bringen.

Die T-Zell-Epitopkartierungen mittels Durchflusszytometrie kann hier bei einer
ganzen Reihe von Aufgabengebieten hilfreich sein wie z. B. der Identifikation von
Targetproteinen.

Ganz im Vordergrund steht die Erforschung der komplexen T-Zell-Antwort gegentber
HCMV. Von einem besseren Verstandnis der immunologischen Vorgange verspricht
man sich eine Verbesserung der Diagnostik. Vor allem das Monitoring von
Risikopatienten mit dem Ziel, eine HCMV-Erkrankung frih zu erkennen, um sie
besser behandeln zu konnen, steht dabei im Vordergrund. Zudem koénnte eine
Therapie besser in ihrer Wirksamkeit abgeschatzt werden (,Drug-Monitoring®).

Es gibt bereits Versuche des Immunmonitorings auf Epitopebene bei KMT-Patienten
mittels ,Tetrameren® (Uber Streptavidin gekoppelte, mit PE markierte und mit
Peptiden beladene tetramere MHC-Molekile, die peptidspezifische T-Zellen binden)
[127, 128].

Um die T-Zell-Antwort gegentuber HCMV zu untersuchen, missen zunachst die
Epitope, die durch die T-Zellen spezifisch erkannt werden, identifiziert werden.

Ein weiteres wichtiges Feld ist die Entwicklung von neuen Strategien in der Therapie,
wie dem adoptiven Transfer HCMV-spezifischer T-Zellen und der Zusammenstellung
effektiver Peptid-Vakzinen. Die Identifikation von immunogenen Proteinen und T-Zell-
Epitopen steht dabei am Anfang der Entwicklung, ist aber auch hilfreich, um zum
Beispiel die Effektivitat einer Vakzine in Hinblick auf T-Zell-Aktivierung und —

expansion zu untersuchen und im zeitlichen Verlauf zu kontrollieren.
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2 Problemstellung

Schon seit langem ist die zentrale Rolle der T-Zellen bei der Kontrolle der HCMV-
Infektion bekannt. Neben den CD8-positiven T-Zellen [91] kommt den CD4-Zellen
eine wichtige Funktion zu. Therapieanséatze wie die Vakzinierung werden bisher nur
in Klinischen Studien eingesetzt. Generell gilt bei einer Vakzine, dass diese umso
besser wirken kann, umso mehr antigene Determinanten in ihr enthalten sind [46].
Der kombinierte adoptive Transfer von CD4- wie auch CD8-positiven T-Zellen ist
sehr effektiv bei der Behandlung von Stammzelltransplantierten, die auf eine anti-
virale Therapie nicht ansprachen [108]. Allerdings ist diese Methode sehr zeitintensiv
und es werden Fibroblasten bendtigt, die mit lebendigem Virus infiziert sind. Es
besteht also das Risiko einer Virus-Ubertragung. Zudem muss die antivirale Potenz
des adoptiven Zelltransfers im Vergleich mit der Therapie mit (Val-) Ganciclovir in
klinischen Studien erst noch untersucht werden [132].

Auch existieren Licken in der Diagnostik, die geschlossen werden muissen, um
Reaktivierungen friher erkennen und besser therapieren zu kénnen bzw. ein
Ubertherapieren von Gesunden zu vermeiden. Aus diesen Griinden ist es notwendig,
die Immunantwort gegentber HCMV auf zellularer Ebene genauer zu verstehen.

In dieser Arbeit wurden daher folgende Ziele verfolgt:

(1) Zunachst sollten die bei uns im Labor gebrauchlichen Protokolle zur Kurzzeit-
stimulation von antigenspezifischen T-Zellen standardisiert werden. Eine
Vereinfachung der Arbeitsablaufe sollte dazu flhren, Versuchsansatze mit
einer groBen Zahl von Einzelproben bewaltigen zu kénnen, ohne dass der
Aufwand an Material und Arbeit den Rahmen des Machbaren sprengt.
Gleichzeitigt musste der Qualitatsstandard gewahrt bleiben.

(2) Die optimierten Protokolle sollten dann eingesetzt werden, um zuné&chst zu
untersuchen, wie die Peptide und Peptidbibliotheken konfiguriert sein sollten,
um maéglichst optimal spezifische T-Zell-Antworten erfassen zu kénnen.
Stellvertretend wurden dazu Peptide der Proteine pp65 und IE1 aus HCMV
gewahlt.

(3) Ein groBer Vorteil beim Einsatz von Peptiden in der Diagnostik von
spezifischen T-Zell-Antworten ist die Mdglichkeit beide Subpopulationen — CD-
4 wie auch CD8 T-Zellen — parallel analysieren zu kdnnen. Es sollte geklart
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werden, ob die daflr eingesetzten Peptide besonderen Anforderungen
genugen massen.

(4) Es sollte untersucht werden, inwieweit das Epitop flankierende Aminosauren
die Fahigkeit des Peptids T-Zellen spezifisch zu stimulieren beeinflussen
kbnnen. Falls dies der Fall war, sollte untesucht werden, welche
Konsequenzen sich daraus auf die Konzeption von Peptidpools ergeben.

(5) Es sollte geklart werden, ob eine pp65-Gesamtmischung aus mit dem
Verfahren der Spotsynthese hergestellten 9-AS-Peptiden realisierbar ist, die in
ihrer Fahigkeit CD8 T-Zellen spezifisch zu stimulieren mit einer Mischung aus
15-AS-Peptiden vergleichbar ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Probandenmaterial

Gesunden Spendern wurde nach vorheriger Aufklarung und Einverstandniss-
erklarung Blut entnommen. Die Blutspender waren mittels ELISA als HCMV-IgG-
seropositiv bestimmt worden, Kontroll-Probanden als seronegativ. Sie waren
zwischen 20 und 60 Jahre alt. Es wurde jeweils 10 bis 60 ml Blut mittels peripherer
Venenpunktion gewonnen. Als Antikoagulans wurde Natriumcitrat verwendet.

Die seropositiven Probanden waren HLA-typisiert worden.

Hier nicht gezeigte Vorversuche ermoglichten, die seropositiven Probanden nach
zuvor ermittelten Reaktivitadten gegendber bestimmten Peptiden auszuwahlen [123,
124, 125, 152].

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

10ml Citrat-Monovetten Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

0,5, 1,5 und 2,0 ml EppendorfgefaBe

2052 Falcon-Réhrchen (5 ml, Polypropylen)

14 ml ,Cellstar“-Polypropylen-Réhrchen
14 ml Polyethylen-Réhrchen mit Deckel

2070-Falcon-Rdhrchen (50 ml, Polypropylen)

Pipettenspitzen a 10, 100 und 1000 pl
Sterile Transferpipetten (3,5 ml)
Sterile Pipettenspitzen (5 und 10 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
BD, Franklin Lakes, N. J., USA
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland
BD, Franklin Lakes, N. J., USA
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
BD, Franklin Lakes, N. J., USA

3.1.3 Chemikalien, Losungen, Medien, Puffer

Polystyrolharz
Fmoc-gekopppelte Aminosauren
Piperidin 20%ig
Dimethylformamid (DMF)

LC Sciences, Houston, Texas, USA
LC Sciences, Houston, Texas, USA
Sigma, Minchen, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Benzotriazol-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphat (PyBOP)

Dichlormethan (DCM)

Sigma, Minchen, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
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N-Methyl-Morpholin (NMM)
Trifluoressigsaure (TFA)

Phenol

Methylphenylsulfid

Ethandithiol
Tert-Butylmethylether
Diethylether

Acetonitril
Alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
Bovines Serum Albumin (BSA)
Brefeldin A (BFA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fetales Kalberserum (FCS)
L-Glutamin

Natriumazid (NaN,)

Paraformaldehyd (PFA)

Tween 20

Aqua destillata

FACS-Lyse-Reagenz

Ficoll-Paque

Penicillin/Streptomycin
1640-RPMI-Medium
Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)

Sigma, Minchen, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Sigma, Minchen, Deutschland
Pierce, Rockford, Illinois, USA
Sigma, Steinheim, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Steinheim, Deutschland
Braun, Deutschland

BD, San Jose, USA

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sterile phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)  Dulbeccos, Gibco, UK

Zellkulturmedium

1640-RPMI-Medium unter Zusatz von 10% (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin und 100 I.E.

Penicillin/Streptomycin

Permeabilisierungslésung

400 ml Aqua dest., 100 ml FACS-Lyse-Reagenz und 250 ul Tween 20

EDTA-Loésung
PBS und 2mM EDTA

22



3 MATERIAL UND METHODEN

Wasch-Puffer
PBS mit 0,5 % (w/v) BSA und 0,1 % NaNj,

PFA-Fixierungs-Lésung

PBS und 1 % (w/v) PFA

3.1.4 Monoklonale Antikérper, Tetramere

anti-CD28 BD, San Jose, USA
anti-CD3-PerCP BD, San Jose, USA
anti-CD8-APC BD, San Jose, USA
anti-IFN-y-FITC BD, San Jose, USA
anti-CD69-PE BD, San Jose, USA
anti-Immunglobulin-2a-FITC, Maus BD, San Jose, USA
anti-CD4-PE Immunotech, Marsaille, Frankreich

Das FITC-markierte NLVPMVATV/HLA-A*0201-Tetramer wurde von Proimmune
(Oxford, GB) bezogen.

3.1.5 Einzelpeptide

Peptide der Proteine IE-1 (SwissProt P13202, siehe Tab. 3.2) und pp65 (SwissProt
P06725, siehe Tab 3.1) des humanen CMV mit einer Lange von 9, 10 und 15
Aminosauren wurden zum Teil in der Peptidchemie der Charité hergestellt. Die
dbrigen wurden von Jerini bezogen.

Die selbst durchgefliihrte Peptidsynthese (AS-Sequenzen sind in Tab. 3.3 aufgefihrt)
erfolgte mittels eines auf Standard Fluorenyl-methoxy-carbonyl(FMOC)-Festphasen-
Chemie-basierenden Protokolls mit einem AMS 422 Peptid-Syntheziser [133].
AnschlieBend wurde mittels Massenspekiroskopie die Molekilmasse bestatigt und
die Reinheit mittels analytischer High-pressure liquid chromatography (HPLC)
bestimmt. Gegebenenfalls wurden die Peptide in einem zusatzlichen Schritt mittels
praparativer HPLC aufgereinigt.

Alle Peptide wurden unter Stickstoff-Atmosphéare in DMSO gel6st. Auf diese Weise
sollte eine Oxidation von Thiol-Gruppen von Cystein- und Methionin-haltigen
Peptiden verhindert werden. Die Peptide wurden in einer Konzentration von 80 mg/ml

als Stammlésungen bei minus 80 Grad Celsius gelagert.
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Arbeitslésungen wurden mittels Verdinnung mit DMSO/PBS aus den Stamm-
I6sungen hergestellt. Die Peptidpools wurden aus den Einzelpeptid-Losungen
zusammen gemischt.

Aus praktischen Erwagungen sind die Peptidkonzentrationen in mg/ml, ug/ml oder
ng/ml angegeben und nicht in molaren Konzentrationen. Es ist wichtig zu erwahnen,
dass dasselbe Volumen eines 15-AS-Peptides nur etwa 60% der molaren
Konzentration eines 9-AS-Peptides enthalt. Bestehen bleiben aber die qualitativen
Unterschiede zwischen 15-AS- und 9-AS-Peptiden, die bei den Dosis-Wirkungs-
kurven beobachtet wurden.

Falls nicht anders angegeben, wurden die Peptide in > 95 % Reinheit verwendet. Die
hier angegebenen Aminosauresepositionen einiger Peptide beziehen sich auf die

Originalsequenz von pp65 (SwissProt Nummer P06725).

3.1.6 Peptidpools

Die pp65-Peptidmischung, die von uns verwendet wurde, um alle Epitope aus pp65
in einem Versuchsansatz zu testen, bestand aus 138 Peptiden mit jeweils 15
Aminosauren Lange. Dabei Uberlappten sich zwei aufeinanderfolgende Peptide um
jeweils elf Aminosduren, so dass die komplette Sequenz des Proteins pp65
abgedeckt wurde (siehe Tab. 3.1). Bei diesem Design werden alle mdglichen Epitope
reprasentiert, die nicht langer als 12 Aminoséduren sind. Da bis auf wenige
Ausnahmen T-Zellepitope nicht langer als 9 bis 10 Aminosauren sind, konnten auch
das Epitop flankierende AS mitberticksichtigt werden. Auch bei CD4-T-Zellen haben
Bindungsmotive eine Lange von 9 bis 10 Aminosauren, optimale Peptide sind jedoch
langer.

Eine Variante der Festphasen-Peptid-Synthese stellt die parallele Synthese an
Zellulosemembranen dar, die als Spot-Synthese bezeichnet wird. Durch Pipettieren
einzelner Reagenzientropfen werden kleine Bereiche der Membran benetzt (Spots).
Die Synthese kann unter Verwendung eines Pipettierroboters zur ortsgenauen
Reagenzienverteilung durchgefihrt werden. Das Potential der Spot-Synthese liegt in
der schnellen, parallelen Synthese einer groBen Zahl von Peptiden. Dabei ist die
Anordnung und GréBe der Spots auf der Membran frei wahlbar [134, 135].

In der durch Spot-Synthese hergestellten pp65-Peptidmischung — aus 9-AS-Peptiden
bestehend — fanden sich insgesamt 552 Einzelpeptide. Auf diese Weise deckten sie
entsprechend der 15-AS-Peptid-Mischung die gesamte AS-Sequenz von pp65 ab.
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Die Synthese der Spot-Peptide erfolgte durch Li Ying Dong aus der Arbeitsgruppe

Molekulare Bibliotheken unseres Institutes. Das Ablésen der Peptide von der

Membran sowie das Lésen in DMSO und das Mischen der Einzelpeptide wurde von

mir durchgefihrt.

3.1.7 HCMV-Viruslysat

Als positive Kontrolle wurde in einigen Versuchen HCMV-Viruslysat (ein Extrakt

CMV-infizierter Fibroblasten, welches zahlreiche CMV-Proteine beinhaltet - so auch

pp65). Die exakte Zusammensetzung des Viruslysats ist nicht bekannt. Das HCMV-

Viruslysat wurde mit PBS verdlinnt und bei minus 80 Grad Celsius gelagert.

Tabelle 3.1: pp65 Peptidsequenzen

1 MESRGRRCPEMISVL | 2 GRRCPEMISVLGPIS 3 PEMISVLGPISGHVL

4 SVLGPISGHVLKAVF 5 PISGHVLKAVFSRGD 6 HVLKAVFSRGDTPVL
7 AVFSRGDTPVLPHET 8 RGDTPVLPHETRLLQ 9 PVLPHETRLLQTGIH
10 HETRLLQTGIHVRVS 11 LLQTGIHVRVSQPSL 12 GIHVRVSQPSLILVS

13 RVSQPSLILVSQYT 14 PSLILVSQYTPDSTP 15 LVSQYTPDSTPCHRG
16 YTPDSTPCHRGDNQL | 17 STPCHRGDNQLQVQH | 18 HRGDNQLQVQHTYFT
19 NQLQVQHTYFTGSEV | 20 VQHTYFTGSEVENVS | 21 YFTGSEVENVSVNVH
22 SEVENVSVNVHNPTG | 23 NVSVNVHNPTGRSIC 24 NVHNPTGRSICPSQE
25 PTGRSICPSQEPMSI 26 SICPSQEPMSIYVYA 27 SQEPMSIYVYALPLK
28 MSIYVYALPLKMLNI 29 VYALPLKMLNIPSIN 30 PLKMLNIPSINVHHY

31 LNIPSINVHHYPSAA 32 SINVHHYPSAAERKH 33 HHYPSAAERKHRHLP
34 SAAERKHRHLPVADA | 35 RKHRHLPVADAVIHA 36 HLPVADAVIHASGKQ
37 ADAVIHASGKQMWQA | 38 IHASGKQMWQARLTV | 39 GKQMWQARLTVSGLA
40 WQARLTVSGLAWTRQ | 41 LTVSGLAWTRQQNQW | 42 GLAWTRQQNQWKEPD
43 TRQQONQWKEPDVYYT | 44 NQWKEPDVYYTSAFV | 45 EPDVYYTSAFVFPTK
46 YYTSAFVFPTKDVAL 47 AFVFPTKDVALRHVV 48 PTKDVALRHVVCAHE
49 VALRHVVCAHELVCS 50 HVVCAHELVCSMENT | 51 AHELVCSMENTRATK
52 VCSMENTRATKMAQVI 53 ENTRATKMQVIGDQY | 54 ATKMQVIGDQYVKVY
55 QVIGDQYVKVYLESF 56 DQYVKVYLESFCEDV | 57 KVYLESFCEDVPSGK
58 ESFCEDVPSGKLFMH | 59 EDVPSGKLFMHVTLG | 60 SGKLFMHVTLGSDVE
61 FMHVTLGSDVEEDLT 62 TLGSDVEEDLTMTRN | 63 DVEEDLTMTRNPQPF
64 DLTMTRNPQPFMRPH | 65 TRNPQPFMRPHERNG | 66 QPFMRPHERNGFTVL
67 RPHERNGFTVLCPKN | 68 RNGFTVLCPKNMIIK 69 TVLCPKNMIIKPGKI

70 PKNMIIKPGKISHIM 71 [IKPGKISHIMLDVA 72 GKISHIMLDVAFTSH
73 HIMLDVAFTSHEHFG 74 DVAFTSHEHFGLLCP 75 TSHEHFGLLCPKSIP
76 HFGLLCPKSIPGLSI 77 LCPKSIPGLSISGNL 78 SIPGLSISGNLLMNG
79 LSISGNLLMNGQQIF 80 GNLLMNGQQIFLEVQ | 81 MNGQQIFLEVQAIRE
82 QIFLEVQAIRETVEL 83 EVQAIRETVELRQYD 84 IRETVELRQYDPVAA
85 VELRQYDPVAALFFF 86 QYDPVAALFFFDIDL 87 VAALFFFDIDLLLQR

88 FFFDIDLLLQRGPQY 89 IDLLLQRGPQYSEHP 90 LQRGPQYSEHPTFTS
91 PQYSEHPTFTSQYRI 92 EHPTFTSQYRIQGKL 93 FTSQYRIQGKLEYRH
94 YRIQGKLEYRHTWDR | 95 GKLEYRHTWDRHDEG | 96 YRHTWDRHDEGAAQG
97 WDRHDEGAAQGDDDYV | 98 DEGAAQGDDDVWTSG | 99 AQGDDDVWTSGSDSD
100 | DDVWTSGSDSDEELV | 101 TSGSDSDEELVTTER 102 | DSDEELVTTERKTPR
103 | ELVITERKTPRVTGG 104 | TERKTPRVTGGGAMA | 105 | TPRVTGGGAMAGAST
106 | TGGGAMAGASTSAGR | 107 | AMAGASTSAGRKRKS | 108 | ASTSAGRKRKSASSA
109 | AGRKRKSASSATACT 110 | RKSASSATACTSGVM | 111 SSATACTSGVMTRGR
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112 | ACTSGVMTRGRLKAE | 113 | GVMTRGRLKAESTVA | 114 | RGRLKAESTVAPEED
115 | KAESTVAPEEDTDED | 116 | TVAPEEDTDEDSDNE | 117 | EEDTDEDSDNEIHNP
118 | DEDSDNEIHNPAVFT | 119 | DNEIHNPAVFTWPPW | 120 | HNPAVFTWPPWQAGI
121 | VFTWPPWQAGILARN | 122 | PPWQAGILARNLVPM | 123 | AGILARNLVPMVATV
124 | ARNLVPMVATVQGQN | 125 | VPMVATVQGQNLKYQ | 126 | ATVQGQNLKYQEFFW
127 | GONLKYQEFFWDAND | 128 | KYQEFFWDANDIYRI 129 | FFWDANDIYRIFAEL
130 | ANDIYRIFAELEGVW 131 | YRIFAELEGVWQPAA | 132 | AELEGVWQPAAQPKR
133 | GYWQPAAQPKRRRHR | 134 | PAAQPKRRRHRQDAL | 135 | PKRRRHRQDALPGPC
136 | RHRQDALPGPCIAST | 137 | DALPGPCIASTPKKH 138 | GPCIASTPKKHRG
Tabelle 3.2: |IE-1 Peptidsequenzen

1 MESSAKRKMDPDNPD | 2 AKRKMDPDNPDEGPS | 3 MDPDNPDEGPSSKVP
4 NPDEGPSSKVPRPET |5 GPSSKVPRPETPVTK |6 KVPRPETPVTKATTF
7 PETPVTKATTFLQTM | 8 VTKATTFLQTMLRKE | 9 TTFLQTMLRKEVNSQ
10 QTMLRKEVNSQLSLG | 11 RKEVNSQLSLGDPLF | 12 NSQLSLGDPLFPELA
13 SLGDPLFPELAEESL | 14 PLFPELAEESLKTFE 15 ELAEESLKTFEQVTE
16 ESLKTFEQVTEDCNE | 17 TFEQVTEDCNENPEK | 18 VTEDCNENPEKDVLA
19 CNENPEKDVLAELVK | 20 PEKDVLAELVKQIKV | 21 VLAELVKQIKVRVDM
22 LVKQIKVRVDMVRHR | 23 IKVRVDMVRHRIKEH | 24 VDMVRHRIKEHMLKK
25 RHRIKEHMLKKYTQT | 26 KEHMLKKYTQTEEKF | 27 LKKYTQTEEKFTGAF
28 TQTEEKFTGAFNMMG | 29 EKFTGAFNMMGGCLQ | 30 GAFNMMGGCLQNALD
31 MMGGCLQNALDILDK | 32 CLQNALDILDKVHEP | 33 ALDILDKVHEPFEEM
34 LDKVHEPFEEMKCIG | 35 HEPFEEMKCIGLTMQ | 36 EEMKCIGLTMQSMYE
37 CIGLTMQSMYENYIV | 38 TMQSMYENYIVPEDK | 39 MYENYIVPEDKREMW
40 YIVPEDKREMWMACI | 41 EDKREMWMACIKELH | 42 EMWMACIKELHDVSK
43 ACIKELHDVSKGAAN | 44 ELHDVSKGAANKLGG | 45 VSKGAANKLGGALQA
46 AANKLGGALQAKARA | 47 LGGALQAKARAKKDE | 48 LQAKARAKKDELRRK
49 ARAKKDELRRKMMYM | 50 KDELRRKMMYMCYRN | 51 RRKMMYMCYRNIEFF
52 MYMCYRNIEFFTKNS | 53 YRNIEFFTKNSAFPK | 54 EFFTKNSAFPKTTNG
55 KNSAFPKTTNGCSQA | 56 FPKTTNGCSQAMAAL | 57 TNGCSQAMAALQNLP
58 SQAMAALQNLPQCSP | 59 AALQNLPQCSPDEIM | 60 NLPQCSPDEIMAYAQ
61 CSPDEIMAYAQKIFK | 62 EIMAYAQKIFKILDE 63 YAQKIFKILDEERDK
64 IFKILDEERDKVLTH 65 LDEERDKVLTHIDHI 66 RDKVLTHIDHIFMDI
67 LTHIDHIFMDILTTC 68 DHIFMDILTTCVETM 69 MDILTTCVETMCNEY
70 TTCVETMCNEYKVTS | 71 ETMCNEYKVTSDACM | 72 NEYKVTSDACMMTMY
73 VTSDACMMTMYGGIS | 74 ACMMTMYGGISLLSE | 75 TMYGGISLLSEFCRV
76 GISLLSEFCRVLCCY | 77 LSEFCRVLCCYVLEE | 78 CRVLCCYVLEETSVM
79 CCYVLEETSVMLAKR | 80 LEETSVMLAKRPLIT 81 SVMLAKRPLITKPEV
82 AKRPLITKPEVISVM 83 LITKPEVISVMKRRI 84 PEVISVMKRRIEEIC
85 SVMKRRIEEICMKVF | 86 RRIEEICMKVFAQY!I 87 EICMKVFAQYILGAD
88 KVFAQYILGADPLRV | 89 QYILGADPLRVCSPS | 90 GADPLRVCSPSVDDL
91 LRVCSPSVDDLRAIA | 92 SPSVDDLRAIAEESD | 93 DDLRAIAEESDEEEA
94 AIAEESDEEEAIVAY 95 ESDEEEAIVAYTLAT 96 EEAIVAYTLATAGVS
97 VAYTLATAGVSSSDS | 98 LATAGVSSSDSLVSP | 99 GVSSSDSLVSPPESP
100 | SDSLVSPPESPVPAT | 101 | VSPPESPVPATIPLS 102 | ESPVPATIPLSSVIV
103 | PATIPLSSVIVAENS 104 | PLSSVIVAENSDQEE | 105 | VIVAENSDQEESEQS
106 | ENSDQEESEQSDEEE | 107 | QEESEQSDEEEEEGA | 108 | EQSDEEEEEGAQEER
109 | EEEEEGAQEEREDTV | 110 | EGAQEEREDTVSVKS | 111 | EEREDTVSVKSEPVS
112 | DTVSVKSEPVSEIEE | 113 | VKSEPVSEIEEVAPE | 114 | PVSEIEEVAPEEEED
115 | IEEVAPEEEEDGAEE | 116 | APEEEEDGAEEPTAS | 117 | EEDGAEEPTASGGKS
118 | AEEPTASGGKSTHPM | 119 | TASGGKSTHPMVTRS | 120 | GKSTHPMVTRSKADQ
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Tabelle 3.3: Dargestellt sind die Sequenzen der selbstsynthetisierten Peptide, die
durch Verldngerung der Peptidsequenz TPRVTGGGAM mit jeweils einer der 20

nattrlichen Aminosduren am C- und am N-Terminus entstehen.

TPRVTGGGAM-A
TPRVTGGGAM-R
TPRVTGGGAM-N
TPRVTGGGAM-D
TPRVTGGGAM-C
TPRVTGGGAM-Q
TPRVTGGGAM-E
TPRVTGGGAM-G
TPRVTGGGAM-H
TPRVTGGGAM-I

TPRVTGGGAM-L
TPRVTGGGAM-K
TPRVTGGGAM-M
TPRVTGGGAM-F
TPRVTGGGAM-P
TPRVTGGGAM-S

A-TPRVTGGGAM
R-TPRVTGGGAM
N-TPRVTGGGAM
D-TPRVTGGGAM
C-TPRVTGGGAM
Q-TPRVTGGGAM
E-TPRVTGGGAM
G-TPRVTGGGAM
H-TPRVTGGGAM
I-TPRVTGGGAM

L-TPRVTGGGAM
K-TPRVTGGGAM
M-TPRVTGGGAM
F-TPRVTGGGAM
P-TPRVTGGGAM
S-TPRVTGGGAM

TPRVTGGGAM-T T-TPRVTGGGAM
TPRVTGGGAM-W W-TPRVTGGGAM
TPRVTGGGAM-Y Y-TPRVTGGGAM

TPRVTGGGAM-V

V-TPRVTGGGAM

3.2 Verwendete Gerate

Absaugpumpe Laboport Neuberger, Freiburg, Deutschland
Brutschrank EG 110 R Jouan, Saint Nazaire, Frankreich
Laminar-Flow-Box Kendro, Hanau, Deutschland
Lichtmikroskop Olympus, Tokio, Japan
FACScalibur-Durchflusszytometer Becton Dickinson, USA

Neubauer Zahlkammer Brand, Wertheim, Deutschland
Pipettierhilfe Pipettus Standard Hirschmann, Eberstadt Deutschland
Beheizbares Wasserbad Grant, Camebridge, Grossbritannien
Zentrifuge Centrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Kahlzentrifuge CR422 Jouan, Saint Nazaire, Frankreich
MPS AMS 422 Abimed, Langenfeld, Deutschland
Reversed-Phase HPLC

Laserdesorptions-Massenspektrometer

LaserTec BenchTop Il System Perspective Biosystems, Vestec

3.3 Verwendete Software

Cell Quest Version 3.1 Becton Dickinson, USA
Paint-A-Gate Becton Dickinson, USA
Microsoft Office Word 2003 Microsoft

Microsoft Office Excel 2003 Microsoft

Microsoft Office Power Point 2003 Microsoft

Grams386 Galaxy

3.4 Methoden

3.4.1 Zellpraparation

Die Verwendung von Vollblut zur T-Zell-Stimulation wird von einigen Autoren
bevorzugt, da es den natirlichen Bedingungen in vivo naher kommen soll als eine
PBMC-Suspension. Im Vollblut vorhandene Substanzen wie z. B. Proteasen kdnnten
sich stérend auf die Stimulation auswirken. In Bezug auf T-Zell-Stimulation wurde in
unserer Arbeitsgruppe beobachtet, dass man haufig deutlich héhere Konzentrationen
der eingesetzten Antigene verwenden muss, um im Vollblut-Assay Ergebnisse zu
erzielen, die vergleichbar sind mit denen beim Einsatz von PBMC [136].

Dabei ist es nicht von Bedeutung, ob man Peptide oder virales Lysat einsetzt.

Aus diesen Grunden verwendeten wir fir die Stimulationsversuche PBMC-
Suspensionen. PBMC  wurden mittels  Standard-Ficoll-Paque-Gradienten-
Zentrifugation (Dichte 1,078 g/ml bei 20 Grad Celsius) aus Citrat-Vollblut prapariert.
Dazu wurden 14 ml Polyethylen-Réhrchen mit 3 ml Ficoll befillt, das anschlieBend
mit 8 ml von 1:2 mit sterilem PBS verdinntem Vollblut Gberschichtet wurde. Nach der
Zentrifugation bei 1000g fir 20min wurde die zwischen Plasma und Ficoll
entstandene Zellschicht mittels Pasteur-Pipette vorsichtig abgehoben. Die so
gewonnenen Zellen (PBMC) wurden zweimal mit sterilem PBS gewaschen (210g far
10min). Ein dritter langsamer Waschschritt (164g fir 12min) sollte méglicherweise
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kontaminierende Thrombozyten beseitigen, die als potentielle Quelle fir inhibierend

wirkenden Tranforming-Growth-Factor (TGF) gelten.

Danach wurden die so erhaltenen PBMC in Zellkulturmedium resuspendiert und auf

eine Konzentration von 5,0 x 10° Zellen/ml eingestellt und ber Nacht in einem
Brutschrank bei 37 Grad Celsium und 5% CO,-Athmosphére vorinkubiert.

3.4.2 Protokoll zur Stimulation antigenspezifischer T-Zellen und intrazellularen

Zytokindetektion unter Verwendung von PBMC

Alle Versuchsanséatzen wurden in Doppelansatzen durchgefihrt.

Zunachst wurden die Peptidlésungen in die Rdhrchen geflllt, bevor die
Zellsuspension hinzugefigt wird, um zu gewahrleisten, dass alle Proben
gleich lange inkubieren. Dazu wurden 100 pl Komplettmedium zusammen mit
der zu testenden Peptidlésung (Peptid in DMSO gelést) — zum Beispiel 4 pl
Peptidldsung + 96 ul Komplettmedium - in ein steriles Falcon-2054-Réhrchen
gefullt. Als unstimulierte Kontrolle diente ein Roéhrchen mit 96 ul
Komplettmedium und 4 pl reinem DMSO.

Der Gebrauch von Falcon-2054-Réhrchen ermdglichte es, den gesamten
Versuchsablauf in einem Rohrchen stattfinden zu lassen, was den Zellverlust
wahrend des Versuches verminderte.

Die Endkkonzentration der Peptide betrug somit 1ng/ml, 10ng/ml, 100ng/ml,
1pug/ml,  10pug/ml und 40pg/ml. Die DMSO-Konzentration in allen
Versuchsansatzen — inklusive der unstimulierten Kontrolle — lag unter 0,1%
(vol/vol).

Fir die Kombination aus Farbung mit Tetrameren und Peptidstimulation
wurden die Zellen 30 min mit dem Tetramer in optimierter Konzentration in
einem Standard-Brutschrank inkubiert (37 Grad Celsius, feuchte 5% CO,
Atmosphare), bevor die Peptide zugegeben wurden.

Bei den Versuchen mit Kostimulation mittels anti-CD28 wurden 1 bzw. 10 pl
des monoklonalen Antikérper in die entsprechenden Rd&hrchen zur
Peptidstimulation hinzugefugt.

Als nachstes wurden 400 ul der Zellsuspension mit 0,5 bis 1,0 x 10° Zellen
jedem Roéhrchen hinzugefigt. Die Endkonzentration aller Peptide betrug 1
pg/ml. Die DMSO-Konzentration sollte 1 % (v/v) zu keinem Zeitpunkt

Uberschreiten.

29



3 MATERIAL UND METHODEN

Die Réhrchen wurden in einem Standard-Brutschrank (37 Grad Celsius,
feuchte CO,-Atmosphéare) mit 5 Grad Neigung — also in fast horizontaler Lage
- inkubiert.

Nach 2 Stunden erfolgte die Zugabe von 500ul Komplettmediumedium mit
10ug BFA zu jedem Rohrchen. Die BFA-Lésung wurde immer frisch
hergestellt (mit Konzentration von 5mg/ml DMSO, 2 ul dieser Stocklésung
wurden mit 498ul Komplettmediumedium gemischt, was 10ug BFA entspricht).
Erneut erfolgte eine Inkubation im Brutschrank (s. 0.), wobei die Réhrchen
genau in derselben Position liegen sollten wie zuvor, da sich sonst an der
Réhrchenwand adhédrente Zellen unter Umstanden im Trockenen befinden
kénnten.

Nach weiteren 4 Stunden wurden pro Roéhrchen 3ml eiskaltes PBS
hinzugefigt.

Zentrifugation (430g, 8min, 4 Grad Celsius) und Dekantieren beziehungsweise
Aspiration des Uberstandes.

Resuspendieren des Zell-Pellets in der im Rd&hrchen verbleibenden
Flussigkeit.

Zugabe von mindestens 3ml PBS mit 2mM EDTA. Dabei ist es wichtig, dass
der Teil der Roéhrchenwand, an dem adharente Zellen vermutet werden,
bedeckt ist.

Inkubation far 10min bei 37 Grad Celsius im Wasserbad.

Vortexen flr 30s bei niedriger Intensitat.

Zentrifugation (430g, 8min, 4 Grad Celsius) und Dekantieren beziehungsweise
Aspirieren des Uberstandes.

Resuspendieren des Zell-Pellets in der verbleibenden Flissigkeit.

Zugabe von 1 ml Waschpuffer (PBS mit 0,5% (w/v) BSA und 0,1% (w/v)
Natriumazid).

Zentrifugation (430g, 8min, 4 Grad Celsius) und Dekantieren beziehungsweise
Aspirieren des Uberstandes.

Resuspendieren des Zell-Pellets in der verbleibenden FlUssigkeit. Die
Permeabilisierung der Zellen erfolgte mittels 1 ml Permeabilisierungslésung
(doppelte Konzentration FACSLyse-Lésung (BD), 0,05% (vol/vol) Tween 20
(Sigma)) pro Réhrchen. Die R6hrchen wurden 10 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert.
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e Zugabe von mindestens 3 ml Waschpuffer. Zentrifugation (430g, 8min, 4 Grad
Celsius) und Dekantieren bzw. Aspirieren des Uberstandes.

e Die Rdéhrchen wurden auf Papierhandtiichern trocken getupft, um das im
Rohrchen verbliebene Volumen moglichst gering zu halten.

e Resuspendieren des Zell-Pellets in der verbleibenden Flissigkeit. Ober-
flachen- und Intrazellularfarbung mittels AK fir 30 min auf Eis im Dunkeln.

e Die Kombination von Oberflachen- und intrazellularer Farbung ist mdglich,
solange Antigene nicht bei der Fixierung zerstort werden. Der Hintergrund ist
dabei oft etwas erhéht, was in der Regel aber kein Problem darstellt. Dieses
Vorgehen ermdglicht eine erhebliche Zeiteinsparung.

e Waschen mit 2-3 ml Waschpuffer und Dekantieren.

e Refixieren der nach Permeabilisierung zugegebenen Antikérper mit 1 % PFA
in PBS, wenn die Proben nicht unmittelbar im AnschluB gemessen wurden.

3.4.3 Antikorperfarbung

Wir fihrten die Farbung mit fluorochrommarkierten monoklonalen Antikérpern in
einem Volumen von 100 ul durch. Um diesen Arbeitsschritt zu vereinfachen, kamen
zuvor bereits gemischte Antikorper-Mischungen zum Einsatz, wie zum Beispiel anti-
Interferon-y-FITC, anti-CD69-PE, anti-CD4-PerCP, und anti-CD4- oder anti-CD8-
APC. Durch deren Verwendung konnte im Vergleich zur Hinzugabe jedes Antikdrpers

einzeln erheblich Zeit und Arbeit eingespart werden.

3.4.4 Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie ermdglicht die Analyse von Antigenen innerhalb und auf
der Oberflache einer Zelle mit Hilfe von Antikérpern, an die Fluoreszenzfarbstoffe
gekoppelt sind. Die Zellen einer Zellsuspension werden dazu in einem
Flissigkeitsstrahl als einzelne Teilchen zentral in laminare Strébmung gebracht, so
dass sie nacheinander einzeln in den Messbereich eintreten — man spricht dabei
von hydrodynamischer Fokussierung. Dort trifft monochromatisches Laserlicht auf
die einzelne Zelle. Wenn an die Zelle fluoreszenzmarkierte Antikérper gebunden
sind, emittieren diese — durch das Laserlicht angeregt — Licht eines bestimmten
Wellenlangenspektrums.
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Dies wiederum wird von Detektoren (Photomultiplyer) im Messbereich in einen
elektrischen Impuls umgewandelt, gegebenenfalls verstarkt und dann computer-
gestutzt analysiert.

Jedes der so von den Detektoren registrierte Ereignis entspricht einer Zelle und
kann in einem Dot-Plot (Punktwolkendarstellung) zweidimensional dargestellt
werden. Im Dot-Plot kénnen nun polygonale Regionen definiert werden, um
bestimmte Zellpopulationen auszuwahlen. Beim ,Gaten” kdnnen dann durch
logische Verknipfung definierter Regionen bestimmte Zellpopulationen ausge-
wahlt werden, die durch anschlieBende Farbkodierung z. B. wieder in Dot-Plots
dargestellt werden kdnnen.

Gleichzeitig wird das Laserlicht beim Auftreffen auf die Zelle gestreut. Dies erfolgt
je nach Aufbau der Zelle in einer charakteristischen Art und Weise. Aus der Inter-
pretation von Vorwértsstreulicht (FSC = forward scatter) und Seitswartsstreulicht
(SSC = sideward scatter) sind Rickschlisse auf GréBe und Granularitat der Zelle
moglich.

Die Messung der Proben erfolgte mit einem BD FACSCalibur Durchflusszytometer,
einem Apple-Macintosh-Computer G3 und der CellQuest Software.

Bei einem Vier-Farben-Durchflusszytometer wie dem FACSCalibur kénnen durch
die Verwendung von vier Fluoreszenzfarbstoffen mit &hnlichen Absorptions-, aber
unterschiedlichen Emissionsmaxima bis zu sechs Parameter gleichzeitig unter-
sucht werden. Als Farbstoffe verwendeten wir in dieser Arbeit Fluoreszein
Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Perdinin Chlorophyll-Protein (PerCP)
und Allophycocyanin (APC).

Mindestens 500 000 Lymphozyten wurden fir jede Probe aufgenommen.

Zur Datenanalyse wurden die IFNy+/CD69+/CD3+/CD4+ oder IFNy+/CD69+/
CD3+/CD8+ Ereignisse bestimmt und in Prozent der gesamten CD4 oder CD8 T-
Zellen ausgedruickt.

Davon wurden die Prozentsatze von IFNy positiven Zellen in korrespondierenden
Gates bei unstimulierten Proben abgezogen. Fir jedes Rdéhrchen wurde eine
Isotypkontrolle durchgefiihrt, die mit anti-lgG2a-FITC (Maus) an Stelle von anti-IFNy
gefarbt wurde.

Der Einsatz eines 4-Farben-Gerats ermdglichte die Verwendung von zwei T-Zell-

Markern (CD3 und CD4 oder CD8) zusammen mit zwei Aktivierungsmarkern
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(Interferony und CD69). Die Farbung des frihen Aktivierungsparameters CD69
ermdglichte hierbei eine genauere Analyse der T-Zell-Antworten [151].

Far die Instrumenteneinstellung wurden pro Fluorochrom Einfachfarbungen bendtigt.
Dies vereinfacht deutlich, die Photomultiplyer einzustellen und die Kompensation der

spektralen Uberlappung durchzufihren.

3.4.5 Datenanalyse

Diese Experimente zielten auf die Identifikation und Quantifizierung von positiven

und negativen Ereignissen in Prozent einer entsprechenden Referenzpopulation ab.

Dazu mussten die Zellpopulationen exakt definiert werden. Die Quantifizierung von

intrazellularen Zytokinen mittels “quantification beads” war nicht effektiv méglich, da

sie zu stark von der exakten Reproduktion der Membranpermeabilisierung abhangt.

Die Datenauswertung wurde fir jede einzelne Probe nach der ,Visual-Cluster®-

Methode durchgeflhrt.

1. Nach der Datenerfassung wird eine Region um die Lymphozyten in einem
Diagramm festgelegt, in dem das Seitwartsstreulicht (SSC, entspricht der
Granularitat der Zellen) gegen das Vorwartsstreulicht (FSC, entspricht der
ZellgréBe) dargestellt wird.

2. Dann werden die Lymphozyten in einem CD3 gegen CD4 bzw. CD8
Punktdiagramm analysiert und eine Region wird um die CD3-positiven und CD4-
bzw. CD8-positiven Lymphozyten definiert. Zu beachten ist, dass aktivierte T-
Zellen in variabler Weise den T-Zell-Rezeptor (TCR) und auch CD4/CD8
herunterregulieren kénnen. Dies ist beim Definieren der CD4-/CD8-Population zu
bertcksichtigen.

3. CD4- oder CDB8-positive T-Zellen kénnen in einem CD69 gegen IFNy
Punktdiagramm dargestellt werden. Bei der Setzung der Grenze zwischen IFNy-
positiven und -negativen Ereignissen ist die CD69-negative Population behilflich,
die vollstandig IFNy-negativ sein sollte. In den meisten Fallen kénnen einzelne
Populationen klar abgegrenzt werden. Eine CD69-negative/IFNy-positive
Population beruht in der Regel auf unspezifischer Farbung und weniger auf IFNy-
produzierenden CD69-negativen T-Zellen. Die CD69-positiven/IFNy-positiven
Ereignisse werden registriert und als Prozent der CD4-/CD8-positiven Gesamt-T-
Zell-Population angegeben.
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4. Entsprechend wird mit den Negativ- und Isotypkontrollen verfahren. Bei den
Isotypkontrollen handelt es sich um Probenansatze, die genau identisch
behandelt und stimuliert wurden, deren Farbung jedoch mit einem Isotyp-Ak (hier
FITC-markiertem Maus-lgG2a) erfolgt, um das AusmaB der unspezifischen
Bindung zu bestimmen.

5. Bei den stimulierten Proben werden die Prozentsatze der Isotypkontroll-positiven
Ereignisse von den IFNy-positiven subtrahiert. Die Differenz entspricht den
positiven Ereignissen mit Hintergrund.

In den unstimulierten Proben werden die Prozentséatze der Isotypkontroll-positiven
Ereignisse von den IFNy-positiven subtrahiert. Auf diese Weise 1aBt sich

der Hintergrund definieren, der anschlieBend von den positiven Ereignissen
abgezogen wird. Die Differenz ist die echte Frequenz von T-Zellen die auf die
antigenspezifische Stimulation mit IFNy-Produktion reagiert haben.

Als kleinste positive Antwort wurde 0,03 % der entsprechenden T-Zell-Population

definiert. Kleinere Antworten wurden als negativ gewertet, da sie nicht vom

Hintergrund unterschieden werden konnten. T-Zellen von CMV-negativen Probanden

lieBen sich in diesem Assay nicht stimulieren.

Die Auswertung und Interpretation vergleichbarer Daten ist ausfihrlich in [167]

dargestellt.

3.4.6 Peptidysnthese mittels multiplem Peptidsythesizer (MPS)

3.4.6.1 Grundlagen

Peptide sind Polyamide, deren Grundbausteine — die alpha-Aminosauren — durch
Saureamidbindung zwischen Carboxylgruppe und Aminogruppe miteinander
verbunden sind. Dazu muss eine relativ starke Positivierung (Aktivierung) des
Caboxyl-Kohlenstoffs durch Reste mit negativen |- und M-Effekt erfolgen.

Bei der Festphasen-Peptid-Synthese nach Merrifield wird die C-terminale AS mit
einem Polymer-Trager verestert. Nach Abspaltung der Aminoschutzgruppe kann die
nachste N-terminal geschitzte, aktivierte Aminosaure gekoppelt werden. Nach
Ablauf der Reaktion werden Reaktionslésung und Nebenprodukte durch Filtration
ausgewaschen. Durch Wiederholung dieser Reaktionsschritte wird das gewlnschte

Peptid Schritt fir Schritt synthetisiert. Am SchluB der Synthese erfolgt die Trennung
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des Peptids vom Polymer-Trager und die Abspaltung der Seitenschutzgruppen der

Aminosauren.

3.4.6.2 Peptidsynthese an Polystyrolharz mittels multiplem Peptidsynthesizer
(MPS)

Die Synthese der Peptide erfolgte an Polystyrolharz als festem Trager mit einer
Ansatzgr6Be von 50umol. Das Verhalinis Harz/Aminosaure/Aktivator/Base betrug
1:4:4:8. Die Aminosauren wurden in einer Konzentration von 0,7M eingesetzt, geldst
in DMF (Dimethylformamid). Es wurde stets eine Doppelkopplung durchgefiihrt. Der
Synthesezyklus des Automaten bestand aus der Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppen mit 20%igem Piperidin (zweimal 5min) und anschlieBend 6maligem
Waschen mit DMF, bevor die Aminosaure gekoppelt wurde (zweimal 20min). Vor der
nachsten Fmoc-Abspaltung wurde wieder 6mal mit DMF und 3mal mit Dichlormethan
(DCM) gewaschen. Die Aktivierung der Aminosauren erfolgte durch Zugabe von
200umol PyBOP in 220yl DMF und 400pmol NMM in 100ul DMF zu 200umol
Aminosaure in 300ul DMF. Nach der Koppelung der ersten sechs Aminosauren
wurden die Zeiten far die Fmoc-Abspaltung und die Koppelungszeiten der

Aminosauren automatisch erhoht.
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Fmoc-Abspaltung <
(20% Piperidin / DMF)

v

Waschen (6 x DMF)

v

1. Kopplung der Aminosiure
(20 min)

v

DCM-Zugabe

v

2. Kopplung der Aminosiure
(20 min)

v

Waschen (6 x DMF)

v

Fmoc-Abspaltung
(20% Piperidin / DMF)

v

Waschen (6 x DMF, 3 x DCM)

v

Trocknen des Harzes

Abbildung 3: Syntheseschema zur Peptidsynthese an Polymerharzen
unter Verwendung eines multiplen Peptidsynthese Automaten (MPS)

3.4.6.3 Abspaltung der Peptide

Zur Abspaltung der Peptide vom Harz und zur Abspaltung der Seitenschutzgruppen
wurden 2ml Abspaltlésung (80% TFA, 7,5% Phenol, 5% Methylphenylsulfid, 5%
Wasser und 2,5% Ethandithiol) zum Harz gegeben. Die Abspaltzeit betrug 3
Stunden. Danach wurde die Abspaltlésung vom Harz getrennt (Filtration) und das
Peptid mit etwa 30ml eiskaltem tert-Butylmethylether aus der Lésung ausgefallt. Der
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Niederschlag wurde abzentrifugiert und das erhaltene Pellet mit etwa 25ml Diethyl-
ether resuspendiert und gewaschen. Das Zentrifugieren und Waschen wurde viermal
wiederholt. Nach dem Trocknen der Peptide wurden sie in Wasser gelést und

gefriergetrocknet. Die Peptide lagen nach der Abspaltung C-terminal als Amide vor.

3.4.7 Analytische und praparative HPLC

Alle Peptide wurden mittels Reversed-Phase HPLC analytisch auf ihren Reinheits-
grad untersucht. Es wurde ein linearer Gradient von 5% bis 60% Acetonitril/0,05%
TFA gegen Wasser/0,05% TFA in 20min verwendet. Das Injektionsvolumen betrug
ca. 20ul, in Abhangigkeit der Konzentration der Peptidlosung, die zwischen 0,5mg/ml
und 1mg/ml lag. Die Flussrate betrug 1,2mil/min. Die Detektion erfolgte photo-
metrisch bei 214nm.

Im AnschluB3 daran wurden die Peptide mittels praparativer HPLC gereinigt. Dazu
wurden die Peptide in Wasser gelést, filtriert und auf eine praparative Saule
gepumpt. Der Gradient und die Laufzeit wurden aufgrund der unterschiedlichen
Reinheit der Rohpeptide variiert. Als Laufmittel dienten Acetonitril/0,05% TFA gegen
Wasser/0,05% TFA. Die Flussrate betrug 12mil/min. Die Detektion erfolgte
photometrisch bei 214nm. Der Hauptpeak wurde mittels Fraktionssammler
aufgefangen, wobei die Fraktionszeit 10s betrug. Alle erhaltenen Fraktionen eines
Peptides wurden anschlieBend mittels analytischer HPLC auf ihre Reinheit
kontrolliert. Samtliche reinen Fraktionen wurden vereinigt und gefriergetrocknet. Die
Reinheit der Peptide lag danach bei 90% bis 95%.

3.4.8 Laserdesorptions-Flugzeitmassenspektrometrie (MALDI-TOF)

Die Konzentration der Peptidlésungen fir die Massenspektrometrie betrug 1pumol/ml.
Als Matrix wurde alpha-Cyano-4-hydroxyzimtsdure verwendet, von der eine
gesattigte Losung in Acetonitri/Wasser (Verhaltnis 2:1) hergestellt wurde. Jeweils 1pl
der Proben- und der Matrixlésung wurden auf dem Probenteller gemischt und an der
Luft getrocknet.

Die Laserdesorptions-Massenspektrometrie fuhrten wir mit einem LaserTec
BenchTop Il System (Perspective Biosystems, Vestec) unter Verwendung eines
Stickstofflasers bei 337nm, 3ns gepulst, durch. Die desorbierten lonen wurden bei
26,2kV  beschleunigt und nach einer Flugstrecke von 1,2m von einem
Sekundarelektronenvervielfacher detektiert. Die Signale von vielen Laserimpulsen
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wurden addiert. Die Verarbeitung der Primardaten wurde anschlieBend mit dem
Auswertungsprogramm Grams386 auf einem PC durchgefihrt.

Die Integrale der Signalflachen geben nicht die Konzentrationsverhéltnisse der
Proben wieder. Sie variieren je nach Desorptions- und lonisationsfahigkeit der
Moleklle und in Abhé&ngigkeit von der Laserenergie. Diese Methode liefert

ausschlieBlich Aussagen Uber die qualitative Zusammensetzung einer Probe.
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4 Ergebnisse

Far den durchflusszytometrischen Nachweis antigenspezifischer T-Zellen nach
Kurzzeit-Stimulation mit Peptiden, Peptidbibliotheken oder anderen Antigenen wie z. B.
CMV-Viruslysat und anschlieBender simultaner Detektion von Oberflachenmarkern und
intrazellularer Zytokinexpression unter Verwendung von PBMC [148, 151] lagen im
Institut unterschiedliche Protokolle vor.

Der erste Teil der methodischen Arbeiten diente daher der Etablierung eines effektiven
Protokolls fur alle weiteren Versuche mit intrazelluldrer Zytokinfarbung.

Zunachst musste also eine Optimierung hinsichtlich Aufwand an Material, Arbeit und
Zeit sowie eine Vereinheitlichung der Methodik zur besseren Vergleichbarkeit erfolgen.
Dazu wurden systematisch das Stimulationsvolumen, das Stimulationsmedium und das
Verfahren zur Ablésung der Zellen von der R&hrchenwand im Laufe der
Versuchsdurchfiihrung untersucht (Abschnitt 4.1).

In einem zweiten Teil methodischer Experimente wurde untersucht, welche
Konfigurationen Peptide und Peptidbibliotheken aufweisen missen, um bestimmten
Anforderungen beim Einsatz als stimulierende Antigene gerecht zu werden (Abschnitt
4.2).

4.1 Vorversuche - Vereinheitlichung und Vereinfachung der Methode

4.1.1 Volumen der Probenansatze

Die bisherigen Versuche waren in einem Volumen von 2ml pro Ansatz durchgeflhrt
worden. Als Vorteil eines kleineren Volumens wurde eine geringere Menge an nétigem
Probandenmaterial (Blut bzw. PBMC) sowie an Stimulationsantigen angesehen. Es
wurde eine Ersparnis von Kosten erwartet. Zudem kdénnten mit der gleichen Menge an
Probandenmaterial mehr Stimulationen angesetzt werden, was vor allem beim Einsatz
der Methode bei Patienten im Rahmen von klinischen Studien wichtig wére, da man in
diesem Fall mit weniger Material auskommen koénnte.

Von Bedeutung war, dass bei der Verkleinerung des Stimulationsvolumens die T-Zell-
Antworten in gleichem Umfang erzielt werden sollten.

Drei Probanden, die bekanntermaBen eine T-Zell-Antwort gegenltber pp65-Peptiden
aufwiesen, wurde Blut abgenommen. |hre PBMC wurden mit der pp65-Gesamt-
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mischung stimuliert, wobei jeweils ein Stimulationsvolumen von 1ml mit dem von 2ml
verglichen wurde. FUr alle Versuchsansatze wurden Doppelbestimmungen
durchgefihrt. Zudem wurden unstimulierte Kontrollen mitgefahrt.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der Versuche zum Vergleich der Stimulation in verschiedenen

Stimulationsvolumina bei drei gesunden Spendern.

Proband 1 Proband 2 Proband 3

c Ansatz1 | 0,22 0,65 0,16
()

g Ansatz2 | 0,23 0,57 0,12
2 Mittelwert | 0,23 0,61 0,14
I=

c Ansatz1 | 0,21 0,71 0,11

()

g Ansatz2 | 0,19 0,70 0,13
= Mittelwert | 0,20 0,71 0,12
I=

Al

Differenz +13 % -16 % +14 %

Bei den 3 Probanden lagen die Antworten (CD8 Lymphozyten, die IFNy produzieren)
der 1ml-Anséatze in etwa vergleichbaren GrdéBenordnungen wie in denen der 2ml-
Ansétze. Aus unserer Sicht lieB sich also das Stimulationsvolumen auf 1ml verringern.
So konnten die Materialkosten deutlich gesenkt werden und mit geringeren Zellzahlen
pro Ansatz gearbeitet werden (und damit geringeren Blutvolumina, die den Probanden

entnommen werden mussten).

4.1.2 Ablésen der Zellen von der R6hrchenwand

Nachfolgend untersuchten wir, ob das Ablésen der Zellen von der Wand der
Stimulationsréhrchen, das im von Picker et al. vorgestellten Originalprotokoll [148]
durch 15maliges Spilen mit einer Pipette erfolgte, auch durch Vortexen in aus-

reichender Weise erfolgen kann.
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Zugrunde lag die Uberlegung, dass ein 15maliges Spiilen vor allem bei groBen
Versuchsansatzen einen mihsamen und zeitintensiven Arbeitsschritt darstellte und zu
Ungenauigkeiten und damit auch zu mangelnder Reproduzierbarkeit fihren kénnte.

Ein Vortexen fr 15s pro R6hrchen hingegen wirde ein relativ einfaches und leicht auch
bei groBen Versuchsansatzen durchflhrbares Verfahren darstellen.

Dazu wurden PBMC von 3 Probanden, die bekannterweise eine CD8 T-Zell-Reaktion
auf die Stimulation mit Peptiden aus pp65 zeigten, mit der pp65-Gesamtmischung
stimuliert.

Jeweils in Dreifachansatzen wurden dann beide Verfahren der Zellablésung von der
Réhrchenwand  (einmaliges Vortexen fir 5 Sekunden und 15faches Spulen mit der

Pipette) durchgefiihrt und die Ergebnisse miteinander verglichen (siehe Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Ergebnisse der Versuche zum Vergleich der verschiedenen Verfahren zum

Ablosen der Zellen von der R6hrchenwand.

Proband 1 Proband 2 Proband 3
Ansatz1 | 1.07 0,05 0,35
Ansatz2 | 0,84 0,06 0,36
Ansatz3 | 0,97 0,04 0,37
5 Mittelwert | 0,96 0,05 0,36
2
%)
Ansatz1 | 0,88 0,04 0,26
Ansatz2 | 0,89 0,05 0,33
- Ansatz3 | 1,19 0,06 0,33
()
E, Mittelwert | 0,99 0,05 0,31
o
>
Differenz -3 % +/-0 % +14 %

Bei allen drei Probanden konnten mit dem Vortexen sehr dhnliche Ergebnisse erzielt
werden wie mit dem 15maligen Spulen bezlglich der Hohe der CD8-Antwort (CD8 und
IFNy-produzierende T-Lymphozyten).
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Zudem konnten beim Vergleich der Gesamtzellzahl in den verschiedenen Versuchs-
ansatzen keine deutlichen Unterschiede festgestellt werden. Das bedeutet, dass der
Zellverlust bei beiden Verfahren in einer vergleichbaren GréBenordnung liegt.

Da das Vortexen eine erhebliche Arbeitsvereinfachung gegeniber dem Spllen gerade
beim Bewaltigen groBer Ansatze von 50 und mehr Probenréhrchen bedeutet, und es
zudem auch weniger fehleranfallig ist, ersetzten wir im Versuchsablauf das Spilen
durch Vortexen fir 5 Sekunden. Alle Réhrchen konnten so zligig ohne Zeitverzug und in
gleicher Weise und nicht sequentiell wie beim Spullen behandelt werden. So konnte
eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Versuchs-ansatzen wie auch zu
einer besseren Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Personen, die den Versuch

durchfihren, erreicht werden.

4.1.3 Vorinkubation der PBMC in verschiedenen Medien

Zur weiteren Vereinfachung und Vereinheitlichung priften wir, ob die né&chtliche
Vorinkubation der PBMC im Brutschrank auch in RPMI-Medium mit 10% fetalem
Kalberserum (FCS) mdglich ist, anstatt sie wie bisher in RPMI-Medium mit 0,1%
bovinem Serumalbumin (BSA) durchzufihren. Auf diese Weise wurde kein
Mediumwechsel nach der nachtlichen Vorinkubation notwendig. Diese sollte in FCS-
haltigem Medium durchgeflhrt werden, da wir bei Proliferationsversuchen im BSA-
haltigen Medium mehr unspezifische Stimulationen beobachtet hatten.

Wir verglichen die Vorinkubation in den zwei verschiedenen Medien und fluhrten den
weiteren Versuchsablauf identisch durch. Dazu stimulierten wir PBMC von drei
Probanden mit der pp65-Gesamtmischung, die bereits zuvor eine CD8 T-Zell-Antwort
auf Peptide aus pp65 gezeigt hatten. Die Versuche wurden jeweils in Doppelanséatzen
durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.3 dargestellt.
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Tabelle 4.3: Ergebnisse der Versuche zum Vergleich des Einsatzes verschiedener
Zellkulturmedien zur Vorinkubation der PBMC.

Proband 1 Proband 2 Proband 3

£ Ansatz1 | 0,14 0,18 0,06
% Ansatz2 | 013 0.16 0.05
?.E Mittelwert | 0,14 0,17 0,06
(¢))]

m

= Ansatz1 | 0,14 0,16 0,05
§ Ansatz2 | 0.15 018 0.04
f) Mittelwert | 0,15 0,17 0,05
O

L

Differenz +7 % +/-0 % -17 %

Bei den drei Probanden, deren Zellen mit der Peptidmischung stimuliert wurden,
konnten sowohl bei der Vorinkubation in BSA-haltigem Medium als auch in FCS-
haltigem Medium ahnlich hohe Antworten (CD8 Lymphozyten, die IFNy produzieren)
gemessen werden.

Da die Vorinkubation in FCS-Medium zumindest gleich hohe Antworten erzeugt wie die
in BSA-Medium, haben wir das Versuchsprotokoll entsprechend geandert. Auf diese
Weise benutzen wir flir den gesamten Versuch nur noch eine Art von Zellkulturmedium :
RPMI-Medium mit 10% FCS, L-Glutamin und Antibiotikazusatz (Penicillin/Strepto-

mycin).

4.1.4 Kostimulation

Viele Autoren propagieren den Einsatz von kostimulatorischen Antikdrpern, um die
Stimulationsantwort zu verstérken. Um den Stellenwert einer zusatzlichen Kostimulation
zu evaluieren, verglichen wir die Stimulation von PBMC mit und ohne Zugabe von
Antikérpern gegen CD28 bei zwei Probanden, die bekanntermaBen eine CD8 T-Zell-
Antwort gegentiber dem Peptid NLVPMVATYV aus pp65 aufwiesen. Die Farbung erfolgte
mit Tetrameren, die PE-markiert waren und das Peptid NLVPMVATV gebunden hatten.
Auf diese Weise konnte ausgeschlossen werden, dass durch die Kostimulation andere
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T-Zellen aktiviert wurden, als dies durch die Peptidstimulation alleine der Fall war.
Analysiert wurden also nur Zellen, die Tetramer- und IFNy-positiv waren.

Bei beiden Probanden konnten keine deutlichen Unterschiede zwischen den Proben,
denen kostimulatorische Antikérper zugefliigt wurden und denen ohne Kostimulation,

festgestellt werden (Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Dargestellt sind die Ergebnisse mit und ohne Kostimulation bei zwei
verschiedenen gesunden Spendern (A und B) bei verschiedenen Peptidkonzentrationen

als Mittelwerte bei Doppelansétzen.
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4.2 Welche Konfigurationen sollten Peptide und Peptidbibliotheken aufweisen,
um bestimmten Anforderungen beim Einsatz als stimulierende Antigene gerecht
zu werden ?

Grundsatzlich sollen die Peptide eine effektive Stimulation der gewilnschten Zielzell-
population bewirken. Idealerweise sollen sie einfach und preiswert zu produzieren sein
und praktisch in ihrer Handhabbarkeit sein.

Die speziellen Anforderungen, die an die Peptide gestellt werden, werden durch ihre
beabsichtigte Verwendung definiert.

4.2.1 Analyse antigenspezifischer CD8-positiven T-Zellen durch Stimulation mit
Peptiden einer Lange von neun bis zehn Aminosauren

Wenn ein CD8-T-Zell-Epitop in seiner AS-Segenz bekannt ist, kann man es einsetzen,
um die Frequenz, den Phanotyp und die Funktionalitat von T-Zellen, die dieses Epitop
erkennen, zu analysieren.

Um zu bestimmen, wie akkurat solche Frequenzen unter Einsatz verschiedener
Peptidkonzentrationen zu messen sind, wahlten wir das gut bekannte HLA-A*0201
prasentierte Peptid NLVPMVATV aus HCMV pp65 [117].

Es wurde ein Spender gewahlt, der bekanntermaBen eine T-Zell-Reaktion gegeniber
diesem aufwies. T-Zellen dieses Spenders wurden mit dem entsprechenden HLA-
A*2010/NLVPMVATV-Tetramer gefarbt, um die Frequenz der T-Zellen festzustellen,
die dieses Epitop erkennen wirden. Simultan dazu wurde die Stimulation mit dem
Peptid alleine durchgefiihrt. Das Protokoll zur Tetramerfarbung wie im Methodenteil
beschrieben stellt eine Modifikation des Orginalprotokolls dar, das uns von Sharon
Waldrop zur Verfiigung gestellt worden war. In Vorversuchen konnten wir zeigen, das
die Zugabe des Tetramers 30 min vor der Peptidstimulation erfolgen sollte, um optimale
Farbeergebnisse zu erzielen.

Etwa 80 % der tetramerpositiven Zellen produzierten IFNy nach Stimulation mit
NLVPMVATYV. Peptidkonzentrationen Gber 1 pug/ml (bis zu 40 pg/ml wurde getestet)
konnten den Prozentsatz nicht erhéhen. Wir haben in gleicher Weise bei sechs
gesunden Spendern — die bekanntermaBen eine T-Zell-Antwort gegeniber dem Peptid
aufwiesen - den Teil der tetramerpositiven CD8 T-Zellen gemessen, der in der Lage
war, IFNy zu produzieren. Der Anteil der Interferon-produzierenden CD8-T-Zellen lag im
Durchschnitt bei 66,9 +/- 14,3% (mean +/- SD, SD geschatzt fir n=6 Beobachtungen).
Dabei war wichtig, dass keine der Tetramer-negativen Zellen auf die Stimulation mit
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dem Peptid hin IFNy produzierten. Dies zeigte, dass solche peptidinduzierten Antworten

hochspezifisch sind.

4.2.2 Lange der CD8-T-Zell-stimulierenden Peptide

Peptide mit einer Lange von 15 Aminosduren werden haufig in so genannten
Peptidbibliotheken zur Stimulation von CD8-T-Zellen eingesetzt. Dabei handelt es sich
um Mischungen von Peptiden, die eine interessierende Aminosauresequenz komplett
abdecken. Aufeinander folgende Peptide weisen dabei eine definierte Zahl von Amino-
sauren auf, die sich Uberlappen. Wenn zum Beispiel die Lange der Einzelpeptide 15
Aminosduren betragt und die Uberlappung 8 Aminosduren ist, so wird eine
Aminosauresequenz einer Lange von 120 durch nur 16 Einzelpeptide dargestellt (1-15,
8-22, 15-29, 22-36, 29-43, 36-50, 43-57, 50-4, 57-71, 64-78, 71-85, 78-92, 85-99, 92-
106, 99-113, 106-120).

Im Gegensatz dazu werden 112 Einzelpeptide bendtigt, wenn die Peptidlange 9
Aminosauren betragt und die Einzelpeptide mit jeweils 8 Aminosauren Uberlappen
sollen. Dies fuhrt zu mehr Arbeitsaufwand, héheren Kosten und zu gréBeren Mengen
Probandenmaterial (Blut), das flr die Testung bendtigt wird.

Daher schien es wichtig, die Effektivitat von 15-AS-Peptiden und klirzeren Peptiden in
Hinblick auf ihre Fahigkeit CD8-T-Zellen zu stimulieren, zu vergleichen. Diese klrzeren
Peptide mit einer Lange von 9 bis 10 AS sind eigentlich optimal, um an den
Bindungsstellen der MHC-Klasse-I-Molekile zu binden, und CD8-positive T-Zellen zu
stimulieren [74].

Anfangs verglichen wir das gut bekannte — aus CMV pp65 stammende — Peptid 495-
NLVPMVATV-503 und das langere Peptid 493-ARNLVPMVATVQGQN-507, das in
seiner Sequenz das kirzere Peptid enthalt. Dabei stehen die Zahlen flr die Nummern
der ersten und letzten Aminosauren in der Aminosauresequenz des Gesamtproteins.
Beim Einsatz des Peptides in der gangigen Konzentration von 1 ug/ml beobachteten
wir, dass die Stimulation mit dem 9 Aminoséaure langen Peptid effektiver war.

Wir sahen einen etwa 20 % niedrigeren Anteil an IFNy produzierenden CD8-T-Zellen
bei Stimulation mit dem 15-AS-Peptid — in derselben Konzentration eingesetzt.

Alle Peptide, die in diesen Experimenten verwendet wurden, waren Peptide mit einer
minimalen Reinheit von 60 % durch HPLC bestimmt. Um dieses Phanomen
systematischer zu untersuchen, verglichen wir die Antworten von 9-AS-Peptiden bzw.
10-AS-Peptiden und korrespondierenden 15-AS-Peptiden, indem wir eine Reihe von
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Dosis-Wirkungskurven mit gereinigten Peptiden erstellten. Es wurden jeweils zwei
aufeinanderfolgende 15-AS-Peptide aus pp65 bzw. IE-1 gewahlt, die beide das klirzere
Peptid in ihrer AS-Sequenz aufwiesen. Alle eingesetzten Peptide wurden mittels
praparativer HPLC auf eine Reinheit > 95% gebracht. Alle Versuche wurden mit
Doppelansatzen durchgeflhrt. Die dargestellten Ergebnisse stellen die entsprechenden
Mittelwerte dar. Eine Ubersicht iber die durchgefilhrten Experimente ist in Tabelle 4.4

dargestellt.

Tabelle 4.4: Ubersicht iiber die durchgefiihrten Dosis-Wirkungs-Kurven Experimente
mit Peptiden aus pp65 und IE-1.

Nr.

Peptide

Konzentrationen [mg/ml]

Spender

1

NLVPMVATV
ARNLVPMVATVQGQN
AGILARNLVPMVATV

0,001;0,01;0,1; 1; 10; 40

Proband 1

NLVPMVATV
ARNLVPMVATVQGQN
AGILARNLVPMVATV

0,001;0,01;0,1;1;10; 40

Proband 2

NLVPMVATV
ARNLVPMVATVQGQN
AGILARNLVPMVATV

0,001;0,01;0,1; 1, 10; 40

Proband 3

NLVPMVATV
ARNLVPMVATVQGQN
AGILARNLVPMVATV

0,001;0,01;0,1;1;10; 40

Proband 4

NLVPMVATV
ARNLVPMVATVQGQN
AGILARNLVPMVATV

0,001;0,01;0,1;1;10; 40

Proband 5

TPRVTGGGAM
TPRVTGGGAMAGAST
TERTPRVTGGGAMAG

0,001;0,01;0,1; 1; 10; 40

Proband 6

TPRVTGGGAM
TPRVTGGGAMAGAST
TERTPRVTGGGAMAG

0,001;0,01;0,1;1;10; 40

Proband 7

TPRVTGGGAM
TPRVTGGGAMAGAST
TERTPRVTGGGAMAG

0,001;0,01;0,1; 1; 10; 40

Proband 8

TPRVTGGGAMAGAST
TERTPRVTGGGAMAG

100; 200

Proband 8

10

CRVLCCYVL
EFCRVLCCYVLEETS

0,001;0,01;0,1; 1; 10; 40

Proband 5

11

CRVLCCYVL
EFCRVLCCYVLEETS

0,001;0,01;0,1;1;10; 40

Proband 9
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4.2.3 Dosis-Wirkungs-Kurven Ergebnisse

A
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Abbildung 4.2: Hier dargestellt sind die Ergebnisse von insgesamt vier Spendern (A, B,
C und D), deren PBMC mit verschiedenen Konzentrationen von 9- bzw. 10-AS-Peptiden

und den korrespondierenden ldngeren 15-AS-Peptiden aus pp65 und IE1 stimuliert
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wurden. Gezeigt ist der Anteil der CD8-positiven T-Zellen, die auf die Stimulation hin
IFNy produzieren. Gut sichtbar ist der héhere Anteil an IFNy- und CD8-positiven T-
Zellen nach Stimulation mit den kurzen Peptiden im Verhdéltnis zur Stimulation mit den
ldngeren Peptiden im gesamten Konzentrationsbereich der eingesetzten Peptide.

In allen von uns untersuchten Fallen, konnte klar gezeigt werden, dass die 9- bzw. 10-
AS-Peptide effektiver CD8-positive T-Zellen zur IFNy-Produktion stimulieren kénnen als
die entsprechenden langeren 15-AS-Peptide. Die jeweils maximal erreichbaren
Antworten waren hoher.

In einem Fall zeigte das optimale 9-AS-Peptid sein Maximum bei einer Konzentration
von etwa 10 pg/ml, mit héheren Dosen nahm seine Stimulationspotential eher ab,
wahrend die 15-AS-Peptide maximale Antworten bei etwa 100 pg/ml und 1 mg/ml
induzierten. Bei 1 mg/ml waren diese Antworten etwas héher als die, die mit dem 9-AS-
Peptid erreicht wurden, sie lagen aber unter dem maximalen Wert, der mit dem 9-AS-
Peptid erzielt werden konnte (Abbildung 4.3). Die Unterschiede waren aber sehr gering.
Auch dieses Experiment bestatigt die Tendenz, dass kirzere Peptide den langen bei
der Stimulation von spezifischen CD8-positiven T-Zellen schon bei geringeren

Konzentrationen sicher detektierbare Antworten hervorrufen kénnen.
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Abbildung 4.3: Dargestellt sind die Stimulationsergebnisse eines Spenders, bei dem
im niedrigen Konzentrationsbereich das kurze 9-AS-Peptid den korresponsierenden
ldngeren 15-AS-Peptiden (berlegen ist. Ab einer Peptidkonzentration von 0,1 mg/dl
gleichen sich die Ergebnisse der drei Peptide an (Séattigungsbereich).

In den meisten anderen Féllen waren die Antworten gegeniber dem jeweiligen 9-AS-
Peptid héher als die gegenlber den 15-AS-Peptiden im gesamten getesteten
Konzentrationsbereich der Peptide.

In einem Fall war die Antwort gegeniber dem 9-AS-Peptid bei 1 pg/ml kaum
detektierbar, wahrend gar keine messbare Antwort durch die 15-AS-Peptide ausgeldst
wurde (Abbildung 4.4). Auch bei deutlich h6heren Konzentrationen &nderte sich diese
Beobachtung nicht (Abbildung 4.5). Dieses komplette Fehlen einer Antwort gegentber
den 15-AS-Peptiden bei gleichzeitig vorhandener Antwort gegenlber dem kiirzeren
Peptid wurde bei nur einem von 50 Spendern beobachtet, der in den letzten Jahren in
der Arbeitsgruppe analysiert wurde. Aufgrund dieser Besonderheit wurde der Spender
insbesondere flir die Dosis-Wirkungs-Kurven ausgewahlt. Man kann spekulieren, dass
dieser Spender nicht die Ausstattung mit den nétigen Proteasen/Peptidasen aufwies,
um die langeren Peptide auf eine Lange zu kirzen, so dass sie in die entsprechende
MHC-I-Bindungsspalte passten.
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Abbildung 4.4: Ein Spender zeigte eine T-Zell-Reaktion auf Stimulation mit dem 10-
AS-Peptid (TPRVTGGGAM) ab einer Peptidkonzentration von 1 mg/ml, auf Stimulation
mit beiden korrespondierenden 15-AS-Peptiden konnte keine T-Zell-Antwort

nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.5: Dargestellt sind die negativen Ergebnisse auf die Stimulation mit den
beiden 15-AS-Peptiden TPRVTGGGAMAGAST und TERTPRVTGGGAMAG bei hohen
Konzentrationen (jeweils 100 und 200 mg/ml) bei einem Spender, der auf das
korrespondierende 10-AS-Peptid TPRVTGGGAM schon bei deutlich niedrigeren
Konzentrationen eine detektierbare T-Zell-Antwort zeigte. Der Versuch wurde in einer
Serie gleichartiger Versuche durchgefihrt, so dass keine eigene Positivkontrolle
erfolgte.

4.2.4 Aminosauren, die CD8-T-Zell-stimulierende Sequenzen flankieren, kénnen
erheblich die Stimulation storen und die Effektivitat reduzieren

Ergebnisse von einem Spender, der auf die aus pp65 stammenden 15-AS-Peptiden
413-TERKTPRVTGGGAMA-427 und 417-TPRVTGGGAMAGAST-431 nicht reagierte,
aber gegenlUber dem 9-AS-Peptid 417-TPRVTGGGAM-426 eine CD8-T-Zell-Antwort
aufwies, lieBen vermuten, dass es Aminosauren geben kénnte, die mit dem Peptid-
Clipping oder -Trimming starker interferieren als andere.

Unter Peptid- bzw. Proteinclipping und —trimming versteht man post-proteasomale
Veranderungen an Proteinen bzw. Peptiden. Diese werden in aller Regel durch
proteolytische Enzyme durchgeftihrt [137, 138, 139].
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Zum Beispiel wurde das aus pp65 stammende 9-AS-Peptid 211-TRATKMQVI-219 bei
drei Spendern als eine stimulierende Sequenz identifiziert. Alle von ihnen reagierten
auch auf das 15-AS-Peptid 205-VCSMENTRATKMQVI-219, jedoch gegeniiber dem
folgenden 15-AS-Peptid 209-ENTRATKMQVIGDQY-223 konnten keine Antworten
gemessen werden. Dies unterschied sich klar vom vorangehenden Beispiel, bei dem
nur ein Spender gegenlber beiden 15-AS-Peptiden nicht reaktiv war, die jedoch in der
Lage waren, T-Zellen anderer Spender zu stimulieren.

Die Ergebnisse legten nahe, dass die vier C-terminalen Aminosauren Glycin (G),
Aspartat (D), Glutamin (Q) und Tyrosin (Y) alleine oder in Kombination miteinander bei
allen drei Spendern mit einer effektiven Peptidprasentation interferierten.

Um dies besser zu verstehen, synthetisierten und testeten wir die Einzelpeptide mit
folgenden Sequenzen : TRATKMQVI, TRATKMQVIG, NTRATKMQVI, ENTRATKMQVI,
ENTRATKMQVIG, ENTRATKMQVIGD und ENTRATKMQVIGDQ (FMOC-basierende
Peptidsynthese). Alle Peptide wurden gereinigt (> 95%) und alle Versuche wurden in
Doppelansatzen bei einem HLA-B27-positiven Spender, der bekanntermaBen eine
CD8-T-Zell-Antwort gegenltber dem 9-AS-Peptid 211-TRATKMQVI-219 sowie dem 15-
AS-Peptid 209-ENTRATKMQVIGDQY-223 aufwies, durchgefihrt (Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Dargestellt sind die Stimulationsergebnisse fir die Peptide
TRATKMQVI, TRATKMQVIG, NTRATKMQVI, ENTRATKMQVI, ENTRATKMQVIG,
ENTRATKMQVIGD und ENTRATKMQVIGDQ bei einem HLA-B27-positiven Spender.
Gut sichtbar ist der Abfall der Stimulationseffektivitat nach c-terminaler Addition von
Glycin (G) und nochmals durch Addition von Aspartat (D) und Glutamin (Q).

Die ersten vier Peptide stimulierten etwa gleich gut, die optimale Sequenz befand sich
also innerhalb der Sequenz 209-ENTRATKMQVI-219. Das zugefligte C-terminale
Glycin verringerte die Stimulationseffektivitat deutlich, wenn es an 209-ENTRATKMQVI-
219 angehangt wurde, jedoch weniger, wenn es zu dem kirzeren Peptid 211-
TRATKMQVI-219 zugefligt wurde.

Es kann also sein, dass nach Anhangen von Glycin alleine das Peptid noch besser in
die Bindungsspalte passte als nach N-terminalem Anhangen von Glutamat (E) und
Arginin (N). Durch Anh&ngen von Aspartat (D) und Glutamin (Q) an den C-Terminus
wurde die Stimulationseffizienz nochmals reduziert, bis mit dem 14-AS-Peptid nur noch
etwa 10% der Effektivitat erreicht wurde, die das 9-AS-Peptid erzielen konnte.

Aus diesem Experiment konnte zwar keine generelle Schlussfolgerung fir das
Anhangen von Aminosauren an stimulierende Peptide gezogen werden, da es sich hier

um ein Experiment mit einer einzelnen Aminosduresequenz handelte. Jedoch konnte
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gezeigt werden, dass solche Aminosaureadditionen grundsatzlich die Fahigkeit von
Peptiden T-Zellen zu stimulieren erheblich beeintrachtigen kdnnen.

Der Vergleich mit den vorher diskutierten Peptiden 417-TPRVTGGGAM-426 und dem
korrespondierenden 417-TPRVTGGGAMAGAST-431 beispielsweise wieB3 darauf hin,
dass dies nicht einfach eine Frage der Anzahl der C-terminal angehangten
Aminoséauren ist. 417-TPRVTGGGAMAGAST-431 war immer noch in der Lage, sehr
effizient zu stimulieren, obwohl finf Aminosauren an die Sequenz 417-TPRVTGGGAM-
426 angehangt wurden.

Um den Einfluss von flankierenden Aminosauren auf die Effektivitdt der Prasentation
des Epitops und der nachfolgenden Stimulation der spezifischen T-Zellen systematisch
zu untersuchen, wahlten wir das Peptid 417-TPRVTGGGAM-426 aus.

Wir verlangerten es jeweils um eine Aminosaure am C- oder N-Terminus unter
Verwendung aller 20 natirlich vorkommenden Aminosauren. Auf diese Weise
synthetisierten wir 40 Peptide mittels MPS, die alle > 95% mittels HPLC aufgereinigt
wurden.

AnschlieBend wurden mit ihnen PBMC von zwei Blutspendern, die eine Antwort
gegenuber dem urspringlichen Peptid gezeigt hatten, mit Doppelansatzen getestet
(Abb. 4.7 und 4.8). Die zugesetzte Peptidmenge betrug ca. 1ug pro Ansatz.
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Dargestellt sind die Stimulationsergebnisse der beiden Spender mit den

Abbildung 4.7

C-terminal verldngerten Peptiden — ausgehend vom Peptid mit der AS-Sequenz
TPRVTGGGAM. Das Wildtyp-Peptid hat die AS-Sequenz TPRVTGGGAM-A (im

Diagramm grau markiert).
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Abbildung 4.8: Dargestellt sind die Stimulationsergebnisse der beiden Spender mit den
N-terminal verldngerten Peptiden — ausgehend vom Peptid mit der AS-Sequenz
TPRVTGGGAM. Das Wildtyp-Peptid hat die AS-Sequenz K-TPRVTGGGAM (im
Diagramm grau markiert).

Nach Addition von Aminosauren an den C-Terminus wurden durch das am wenigsten
effektive Peptid je nach Spender 45 % beziehungsweise 65 % der T-Zellen stimuliert,
die durch das effektivste Peptid stimuliert werden konnten.

Nach N-terminaler Aminoséure-Addition stimulierten die am wenigsten effizienten
Peptide je nach Spender 35 % beziehungsweise 36 % der T-Zellen, die durch das
effektivste Peptid zur Zytokinproduktion angeregt wurden.

Hierbei wurde die Stimulationseffizienz durch C-terminales Anh&ngen von Glycin,
Aspartat und Glutamin nicht so stark beeintrachtigt wie bei dem zuvor beschriebenem
Beispiel mit 200-NTRATKMQVI-219.

Diese Beispiele zeigten, dass das Hinzufigen von Aminosduren eine leicht
unterschiedliche Beeinflussung der Stimulation bewirkten, je nachdem welche AS

angehangt wurde. Dies war auch abhangig davon, ob sie C- oder T-terminal bei CD8-T-
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Zell-stimulierenden Peptiden erfolgte. Auffallig ist auch, dass die Effekte, die durch das
Anhéangen der AS erzielt wurden, bei den beiden Spendern nicht gleichartig waren.

Man kann spekulieren, dass diese Effekte abhangig waren von der angehangten
Aminoséaure, der Peptidsequenz selbst, der individuellen Protease-Ausstattung und
anderen noch nicht bekannten Faktoren.

4.2.5 PP65-Gesamtmischung aus 9-AS-Peptiden

Bei Stimulation mit Peptiden, die langer waren als die optimale Lange, um in die
entsprechende MHC-Bindungsspalte zu passen, konnte es zu einer Verschlechterung
der Stimulationseffektivitat kommen. Daher war aus unserer Sicht die Konzeption einer
Gesamtmischung sinnvoll, die nur aus ,optimal“ langen Peptiden — also 9-AS-Peptiden -
bestand. Die einzelnen Peptide Uberlappten sich jeweils mit acht Aminosduren, so dass
die gesamte AS-Sequenz des pp65-Proteins mittels 552 Einzelpeptiden abgebildet
werden konnte. Im Vergleich dazu lag die Zahl der Einzelpeptide bei der
.konventionellen® pp65-Gesamtmischung aus 15-AS-Peptiden bei 138.

Die erhebliche Erh6hung der Zahl der Einzelpeptide machte den Einsatz neuer
Techniken erforderlich, um den Arbeits- und Zeitaufwand zu reduzieren.

Die Peptide wurden mittels Spot-Synthese auf einer Zellulose-Membran synthetisiert.
Bei diesem Verfahren passten alle 552 Peptide auf eine Membran, die ein Format von
DINA4 hat. Der Vorteil dieser Technik beruht in der enormen Zahl an Peptiden, die mit
Hilfe eines Robotors auf einer relativ kleinen Membran synthetisiert werden kénnen.
Nachteilig ist die relativ kleine Ausbeute (etwa 10 ng Peptid pro Spot) sowie eventuell
notwendige C-terminale Veranderungen bei der Peptidsynthese. Peptide werden vom
C- zum N-Terminus synthetisiert und dazu am C-Terminus angeheftet, der dazu oft
verandert ist. Ungllcklicherweise dient der C-Terminus fast immer als Ankerposition
und diese C-terminale Verdnderungen interferieren vermutlich mit Peptid-Ankern in der
MHC-Bindungsspalte.

Zunéachst wurden PBMC eines gesunden Probanden, der bekanntermaBen gegentber
dem 9-AS-Peptid NLVPMVATV aus pp65 eine CD8 T-Zell-Antwort aufwies sowohl mit
dem konventionell synthetisierten Peptid mit einer Reinheit > 95 % als auch mit dem
Peptid, das mittels Spot-Synthese gewonnen worden war, stimuliert. Die
Stimulationsergebnisse bei verschiedenen Peptidkonzentrationen sind als Dosis-
Wirkungskurve in Abbildung 4.9 dargestellt. Dieser Vorversuch diente als
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Qualitatskontrolle der Funktionalitdt der Peptide, die mittels Spot-Synthese hergestellt
worden waren. Dabei wurde das Peptid NLVPMVATV stellvertretend fir die anderen

oben genannten gewahlt.
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Abbildung 4.9: Vergleich des konventionell synthetisierten Peptids mit dem durch
Spot-Synthese gewonnenen NLVPMVATYV bei verschiedenen Peptidkonzentrationen.

Nachdem also gezeigt wurde, dass prinzipiell die spotsynthetisierten Peptide in ihrer
Stimulationseffizienz mit den konventionell hergestellten vergleichbar waren,
stimulierten wir PBMC zweier Blutspender, die bekanntermafBen auf Peptide der pp65-
Gesamtmischung reagierten, mit der pp65-9-AS-Peptid-Mischung und parallel dazu mit
der konventionellen pp65-Gesamtmischung aus 15-AS-Peptiden bestehend.

Beide Gesamtmischungen lieferten vergleichbare Antworten an CD8 T-Zellen, die mit
einer IFNy-Produktion reagierten.

Die Erstellung von Peptid-Bibliotheken mit einer groBen Anzahl an Einzelpeptiden wie
oben beschrieben ist in den letzten Jahren immer wichtiger geworden — z. B. zum

Epitopmapping mit dem Ziel einer Vakzinenetwicklung [168, 169].
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Um eine optimale T-Zell-Antwort zu gewahrleisten, sind Peptide mit freien C-Termini
notwendig. Sie stimulieren deutlich effizienter als Peptide mit C-terminalen
Modifikationen wie z. B. C-terminale Amide oder Glycin-Amide [170, 171].

Bei der herkdmmlichen Spot-Synthese — die besonders gut geeignet ist zur Erstellung
von groBen Peptidzahlen — konnten bisher keine Peptide mit freien C-Termini
synthetisiert werden bzw. waren die Syntheseverfahren zu zeitintensiv. Ein neues
Verfahren zur Spot-Synthese von Peptiden mit freien C-Termini wurde von Ay et al.
vorgestellt [171]. Damit steht ein Verfahren zur Verfigung mittels Spot-Synthese
Peptide in groBer Zahl herzustellen, die ein funktionellen C-Terminus aufweisen. Die
oben beschrieben Problematik der behinderten Peptid-MHC-Interaktion infolge C-

terminalen Modifikationen entfallt somit.

4.2.6 Stimulation von CD4-T-Zellen mittels Peptiden

Von CD4-T-Zellen erkannte und gebundene Peptide werden den T-Zellen von MHC-
Klasse-lI-Molekllen prasentiert. Die Bindungsspalte dieser Molekile ist zu beiden
Seiten offen, so dass die Peptide zu beiden Seiten ,heraushéangen kénnen. Die Lange
der Peptide ist so deutlich variabler, wobei die Lange der sich in der Bindungsspalte
befindlichen AS-Sequenz ebenfalls in aller Regel 9 AS betragt [79, 80]. Welche Rolle
dabei die Bindungssequenz flankierende AS spielen, ist bisher weitgehend unklar.

Bei drei Spendern beobachteten wir, dass drei aufeinander folgende und mit jeweils 11
Aminosauren Uberlappende 15-AS-Peptide aus unserer pp65-Gesamtmischung CD4-T-
Zellen mit unterschiedlichen Frequenzen stimulieren konnten. Sie alle beinhalteten eine
zuvor publizierte AS-Sequenz - von HLA-DR11 préasentiert (siehe Abb. 4.10) [74].

91 (361-PQYSEHPTFTSQYRI-375)
92 (365-EHPTFTSQYRIQGKL-379)
93 (369-FTSQYRIQGKLEYRH-383)

o1 361 Pl Q| Y| S| E| HH P|] T| F| T|] S| Q] Y| R] I 375
o2 365 E|l Hl P| T| F|] T|] S| Q] Y| R} 1| Q| G| K| L 379
93 369 F| T|] S| Q] Y| R|] I Q| G| K| L| E|] Y| Rl H 383

Abbildung 4.10: Dargestellt sind die drei aufeinanderfolgenden Peptide 91, 92 und 93

aus der pp65-Gesamtmischung.
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Um diese Beobachtung systematisch zu untersuchen, wurden alle drei Peptide gereinigt
(>95%) und als Einzelpeptide in Dosis-Wirkungskurven bei 3 Spendern getestet, bei
denen zuvor eine CD4 T-Zell-Antwort gegenlber den Peptiden beobachtet worden war,
alle drei waren HLA-DR11 positiv.

Beim Einsatz von 1 oder 10 pg/ml Peptid war der Unterschied zwischen den Peptiden
91 (361-PQYSEHPTFTSQYRI-375), 92 (365-EHPTFTSQYRIQGKL-379) und 93 (369-
FTSQYRIQGKLEYRH-383) sichtbar aber nicht sonderlich stark ausgepragt. Wenn aber
das jeweilige Peptid in einer Konzentration von nur 1 ng/ml eingesetzt wurde, war der
Unterschied erheblich. Bei allen drei Spendern wurden durch Peptid 92 deutlich mehr
CDA4-T-Zellen stimuliert als durch die beiden anderen.

Daher vermuteten wir, dass das Epitop, das durch den TCR erkannt wurde, im Peptid
92 komplett, in den beiden anderen jedoch nicht vollstandig, enthalten war.

Dies schien uns wahrscheinlicher als Probleme beim Clipping anzunehmen, da der
Theorie nach ein Kirzen der Peptide fir eine MHC-Klasse-ll-Prasentation nicht
notwendig ist.

Durch das Testen aller mdglichen die Region abdeckenden 9-AS-Peptide bei einem
positiven Spender konnten wir die zwei am effektivsten stimulierenden 9-AS-Peptide
identifizieren. Dabei handelte es sich um 367-TFTSQYRIQ-375 und 368-FTSQYRIQG-
376, wobei letzteres etwas besser stimulierte. Die Peptide 366-PTFTSQYRI-374 und
369-TSQYRIQGK-377 induzierten vergleichsweise nur sehr kleine Antworten.
Interessanterweise war bei einem dieser Spender Peptid 92 immer noch effizienter als
die stimulierenden kurzen Peptide, was bestatigt, dass, obwohl neun Aminosauren die
Lange des Bindungsmotivs flir HLA-DR11 sind, die optimale Peptidlange zur
Stimulation von spezifischen CD4 T-Zellen langer ist. Die maximale Lange von
Peptiden, die zur CD4-T-Zell-Stimulation sinnvoll ist, wurde nicht untersucht. Viele
Autoren setzten aber Peptide ein, die viel langer sind als 15 Aminosauren. Die
Beobachtung, dass kurze Peptide einer Lange von nur 9 Aminosauren CD4-T-Zellen
effektiv stimulieren kénnen, ist beachtenswert. Sie bestatigt auBerdem, dass T-Zell-
Antworten auf 9-AS-Peptide nicht notwendigerweise CD8 T-Zell-Antworten sein
muassen. Dies ist zum Beispiel relevant, wenn man andere Methoden wie z. B.
ELISPOT einsetzt, bei denen der Phanotyp der antwortenden Zellen ohne vorheriges

Sortieren nicht bekannt ist.
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Zudem haben unsere Dosis-Wirkungskurven mit CD4 T-Zell-stimulierenden Peptiden

bestatigt, dass geringere Peptidkonzentrationen zur optimalen Stimulation benétigt

werden, als dies bei CD8-T-Zellen der Fall ist [172].
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Abbildung 4.11: Vergleich der Stimulationseffizienz von den drei aufeinander
folgenden Peptiden 91, 92 und 93 aus der pp65-Gesamtmischung bei PBMC dreier
Spender (A, B und C), die bekanntermafBen eine nachweisbare CD4 T-Zell-Antwort
aufwiesen. Dargestellt ist der Anteil der CD4 T-Zellen, der auf die Stimulation mit

verschiedenen Peptidkonzentrationen mit einer IFNy-Produktion reagiert.
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5 Diskussion

Zahlreiche Untersuchungen haben die Wichtigkeit der zellularen Immunantwort bei
CMV-Infektionen verdeutlicht. Patienten, deren zellvermittelte Immunitat defizient ist,
weisen ein erhdhtes Risiko auf, eine CMV-Erkrankung bzw. -Reaktivierung zu
entwickeln [140, 141, 142]. Zudem lassen sich Patienten, deren zellulares Immun-
system defizient ist mittels adoptivem Transfer CMV-spezifischer T-Zellen
therapieren [143, 144, 132].

Aus diesen Grlinden ist das genauere Verstandnis der T-Zell-Antwort gegeniber
CMV sowohl von diagnostischem wie auch therapeutischen Interesse. Bei der T-Zell-
Analyse kénnen die Frequenzen spezifischen Zellen wie auch deren verschiedene
Effektorfunktionen verfolgt werden [145, 146, 147].

Zur effektiven Analyse der CD4 und CD8 T-Zell-Antworten gegen HCMV st der
Einsatz von Peptiden und auch Peptidbliotheken sinnvoll und hilfreich, weil mit Hilfe
der Peptide beide T-Zell-Populationen gleichzeitig analysiert werden kénnen.

Zudem kénnen mit der Peptidstimulation nach relativ kurzer Zeit Ergebnisse erzielt
werden.

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse der Arbeiten diskutiert, die zur
Vereinheitlichung und Vereinfachung der Methode durchgeflihrt wurden.
AnschlieBend werden Aspekte des Einsatzes verschieden konfigurierter Peptide
beleuchtet, je nachdem fur welchen Einsatz sie geplant sind.

5.1 Methodischer Teil

Das urspringliche Protokoll fir die intrazelluldre Zytokinfarbung wurde 1995 von
Picker und Mitarbeitern vorgestellt. Es ermdglichte, Antigen-spezifische T-Zellen
nach Kurzzeitstimulation ex vivo (6 bis 8 h) durch die gleichzeitige Farbung von
Oberflachenmarkern und intrazellular verbliebener Zytokine durchflusszytometrisch
zu charakterisieren und zu quantifizieren [148].

IFNy schien besonders geeignet, da es als wichtiges Effektor-Zytokin relativ rasch
nach einer Zellaktivierung induziert wird.

Wenig spater wurde ein Vollblut-Protokoll eingefihrt, das eine Vereinfachung dieser
Methode darstellen sollte [149], da die Praparation von PBMC entfiel. Zudem ging
man davon aus, dass die Stimulation von Vollblutproben eher dem physiologischen
Milieu entsprach als die Stimulation von isolierten PBMC [149].
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Dieses Protokoll wurde von Nomura und Mitarbeitern optimiert [150].

Die Praparation von PBMC stellt einen Arbeitsaufwand dar, der durch die
Verwendung von Vollblut entfallt. Allerdings erscheint die Argumentation etwas
oberflachlich. Aus unserer Sicht stellt Vollblut nicht wirklich das physiologischere
Milieu dar. Der Vorgang der Antigenprasentation und deren Erkennung durch T-
Zellen erfolgt nicht im Blut sondern im peripheren Gewebe bzw. in sekundaren
lymphatischen Organen.

Unterschiede zwischen Vollblut und PBMC sind vermutlich Faktoren wie z. B.
Proteasen, die im Vollblut vorhanden sein kénnten, jedoch nicht in PBMC-
Suspensionen oder im peripheren Gewebe. Sie kdnnten mit der Antigenprasentation
und —erkennung interferieren. Dies scheint uns ein gréBeres Risiko als der Nutzen
des Einsatzes der Vollblut-Methode.

Zudem ist es auBerordentlich schwierig, die Versuchsbedingungen bei der
Vollblutmethode konstant zu halten. So ist es z. B. nicht mdglich, anders als durch
Verdlnnung Zellkonzentrationen einzustellen.

Ein weiterer Vorteil der PBMC-Methode sind die viel kleineren Antigenkonzen-
trationen, die bendtigt werden um T-Zell-Frequenzen durchflusszytometrisch zu
detektieren [136].

Die Verwendung kostimulatorischer monoklonaler Antikérper z. B. gegen CD28 wird
von einigen Autoren beflrwortet [149,150, 151], die die Meinung vertreten, dass
durch Kostimulation die Effektivitat von Peptistimulationen gesteigert werden kann.
Unsere Versuche haben jedoch gezeigt, dass der Effekt auf eine Kurzzeitstimulation
mit Peptiden nur gering ist, insbesondere, wenn eine Vorinkubation der Zellen tGber
Nacht stattfindet [152].

Die Verwendung solcher Antikérper bedeutet einen zusatzlichen Zeit-, Arbeits- und
Kostenaufwand. In einzelnen Fallen wurde eine schwachere T-Zell-Antwort bei der
Verwendung von Kostimulation beobachtet, so dass wir uns gegen den Einsatz von
kostimulatorischen Antikérpern entschieden haben.

Die Farbung des friihen Aktivierungsmarkers CD69 erleichtert die Analyse der Zellen
und damit die Auswertung der Versuche nur geringflgig [151]. Inzwischen verzichten
die meisten Autoren auf diesen Marker zugunsten weiterer T-Zell-Marker oder
anderer Oberflachenmarker.

Auf die Durchfihrung von unspezifischen Positivkontrollen mit Stimulantien wie
PMA/lonomycin oder auch SEB wurde verzichtet. Alle Versuche waren in
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Versuchsserien eingebettet, bei denen ein Nebeneinander von positiven und
negativen Peptidanworten auftraten. Aus unserer Sicht war das als Positivkontrollen
ausreichend, um prinzipiell zu zeigen, dass die entsprechende Versuchsserie korrekt
durchgefiuhrt worden war.

5.2 Welche Peptide sind fiir definierte Fragestellungen zu wahlen ?

Bevor Peptide flr eine Untersuchung ausgewahlt werden, ist die Frage zu klaren,
wozu diese benutzt werden sollen. In Hinsicht auf neuere Forschungsergebnisse
kébnnen Peptide in verschiedenen Situationen zur T-Zell-Stimulation eingesetzt
werden: |dentifikation von antigenen Proteinen oder Peptiden, Monitoring von T-Zell-
Antworten im zeitlichen Verlauf und Untersuchung von T-Zellen einer einzelnen
Spezifitat.

In Bezug auf CD8-T-Zellen bestéatigen unsere Ergebnisse die Beobachtung, dass die
effektivsten Peptide zur Stimulation der antigenspezifischen Zellen neun bis zehn
Aminosauren lang sind. Diese Peptide sind auch die beste Wahl, wenn die
Peptidstimulation mit einer Tetramerfarbung kombiniert werden soll. Beim Einsatz
desselben Peptids, das auch im Tetramer-Peptid-Komplex enthalten ist, kann die
funktionelle Kapazitat antigen-spezifischer T-Zellen in einzigartiger Art und Weise
studiert werden.

Dieses Vorgehen wurde erfolgreich von mehreren Autoren demonstriert [153, 154].
Mit Hilfe dieser Technik konnten zum Beispiel Bronke et al. bei Patienten mit einer
HIV-Infektion die CMV-spezifischen CD8-positiven T-Zellen und deren Zytokinprofil
im zeitlichen Verlauf untersuchen [155]. Vor der Entwicklung einer CMV-Erkrankung
nahm die Zahl von CMV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen und IFNy-
produzierenden CMV-spezifischen CD8-positiven T-Zellen deutlich ab, wohingegen
die Zahl der Perforin- und Gramzym B-exprimierenden Zellen zunahm.

Unsere Ergebnisse zeigen mit wenigen Ausnahmen, dass auch 15-AS-Peptide in der
Lage sind, CD8 T-Zell Antworten zu induzieren.

Bei einem Spender wurde beobachtet, dass, obwohl das 9-AS-Peptid eine T-Zell-
Antwort induzieren konnte, keine solche flr die entsprechenden 15-AS-Peptide
nachweisbar war. Diese Ausnahme konnte darauf beruhen, dass die individuelle
Ausstattung des Spenders mit Proteasen die Prozessierung der extern zugefligten
15-AS-Peptide nicht erlaubte.
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Obwohl die extrazellulare Prozessierung von Peptiden ein zunehmend akzeptiertes
Konzept ist, sind die genauen Abldufe wie auch notwendige Peptidasen, die im
extrazellularen Clipping und Trimming involviert sind, nur teilweise bekannt [156, 157,
158, 159].

Das Risiko, kirzere stimulierende Peptidsequenzen in 15-AS-Peptiden zu
{ibersehen, ist geringer, wenn die Uberlappungen von aufeinanderfolgenden
Peptiden bei einem Peptid-Scan so groB sind, dass jedes potentiell stimulierende
kurze Peptid in zwei einzelnen langeren Peptiden enthalten ist.

Beim Einsatz von 15-AS-Peptiden mit 11 Uberlappungen sind sechs der méaglichen
sieben 9-AS-Peptid-Sequenzen in zwei Peptiden enthalten. Nur eine Teilsequenz mit
der Lange von neun AS ist genau in der Mitte eines jeden 15-AS-Peptides lokalisiert,
und damit nur in genau diesem einen reprasentiert.

Aber auch nicht optimal stimulierende Peptide sind in aller Regel immer noch in der
Lage, CD8-T-Zell-Antworten hervorzurufen. Aus diesem Grund erscheint uns das
Risiko gering, mit dem Einsatz einer so konzipierten Peptidbibliothek Epitope zu
Ubersehen.

Wiirden die Uberlappungen auf 12 erhéht, so wéaren alle denkbaren 9-AS-Peptide in
mindestens zwei Peptiden einer Lange von 15 Aminosauren enthalten. Dies wirde
zwar wiederum die Sicherheit erhéhen, die notwendige Zahl an Peptiden wirde aber
um 25 Prozent ansteigen, da der Schritt zwischen zwei Peptiden (= Lange der
Einzelpeptide minus Uberlappung) von vier auf drei Aminos&uren reduziert werden
wirde. Die Zahl der notwendigen Peptide fir eine komplette Peptidbibliothek kann
durch Division der Zahl der Aminosauren des gesamten Proteins mit der Schrittgré Be
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Peptiden abgeschatzt werden.

Wenn CD8-T-Zellen von Interesse sind, empfehlen wir 15-AS-Peptide zum Screenen
und zur Verlaufskontrolle. In solchen Fallen ist nicht entscheidend, 100 % der CD8-T-
Zell-Antwort zu erfassen. Der Einsatz von 15-AS-Peptiden erlaubt es bei guter
Praktikabilitit mit einer Ubersichtlichen Zahl an Einzelpeptiden eine Ubersicht
dariber zu erlangen, ob z. B. bei einem Patienten Uberhaupt eine CD8 T-Zell-Antwort
vorliegt bzw. wie sich diese im zeitlichen oder auch therapeutischen Verlauf
entwickelt.

Wenn jedoch eine exakte Quantifikation der CD8 T-Zell-Antwort gefordert wird,
empfehlen wir den Einsatz von 9- oder 10-AS-Peptiden. In unseren Versuchen
haben diese Peptide am effektivsten CD8 T-Zellen spezifisch stimuliert und wir
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haben einen Spender gesehen, der eine CD8 T-Zell-Antwort gegentiber einem 9-AS-
Peptid aufwies bei fehlender Antwort auf Stimulation mit den beiden
korrespondierenden 15-AS-Peptiden. In einem solchen Fall wéare also die CD8 T-
Zell-Antwort gegenuber diesem einen Epitop ausschlieBlich mit 9-AS-Peptiden
registriert worden.

Bei Screening- oder Verlaufsuntersuchungen spielt die CD8 T-Zell-Antwort
gegenlber einem einzelnen Epitop keine entscheidende Bedeutung, da ein Spender
spezifische CD8 T-Zellen gegentiber mehreren Epitopen aus z. B. pp65 aufweist.
Soll eine genaue Quantifizierung der CD8 T-Zell-Antwort erfolgen, so ist die
Erfassung aller stimulierenden AS-Sequenzen von Bedeutung.

Die zwei Serien von Experimenten mit N- und C-terminalen AS-Verlangerungen
flhren zu verschiedenen interessanten ldeen. Theoretisch kénnte die Verlangerung
eines stimulierenden Peptides zu einem neuen Epitop fihren, so dass andere T-
Zellen oder T-Zell-Klone stimuliert werden als jene, die ursprianglich vom kirzeren
Peptid angesprochen wurden.

In unserem Beispiel findet die Aminos&aure-Addition auBerhalb der Region statt, die
als MHC-Bindungsregion bekannt ist. Es ist daher nicht wahrscheinlich, dass jedes
Mal, wenn eine Aminosaure hinzugefigt wird, ein komplett neues Epitop entsteht,
welches zur Stimulation einer véllig anderen Gruppe von T-Zell-Klonen mit ungefahr
derselben Frequenz fuhrt.

Interessant ist, dass verschiedene Aminoséuren dabei verschiedene Effekte haben.
Zum Beispiel zeigt Spender 1, dass ein C-terminales Leucin einfacher zu verarbeiten
ist als ein C-terminales Alanin, wodurch die Stimulationseffizienz gegenliber dem
Leucin um circa 50 % vermindert ist. Spender 2 zeigt diesen Unterschied nicht so
deutlich. Interessanterweise dient Leucin an Position 11 als C-terminaler Anker in der
HLA-B7-Peptid-Bindungsspalte, und so wurden Peptide mit Leucin an Position 11 als
Liganden fir HLA-B7 beschrieben. Wegen der Komplexizitdt dieses Themas
md&chten wir hier nur eine sehr vorsichtige SchluBfolgerung ziehen.

Die Aminosauren, die an Epitope angehangt werden, kénnen deren Bindung bzw.
Prasentation und evt. T-Zell-Induktion verschiedenartig beeinflussen — abhangig von
der angehangten AS und dem Individuum mit seiner eigenen Ausstattung an HLA-
Molekalen, Proteasen und Peptidasen sowie anderen noch nicht bekannten
Faktoren. Zusatzlich kdnnten auch verschiedene T-Zell-Klone involviert sein. Da
VCSMENTRATKMQVI CD8-positive T-Zellen bei insgesamt drei Spendern

70



5 DISKUSSION

stimulieren konnte, ENTRATQMQVIGDY hingegen bei keinem (beide enthalten
identische stimulierende klrzere Peptid-Sequenzen), ist zu vermuten, dass es
gewisse RegelmaBigkeiten gibt, die noch genauer zu untersuchen sind.

Wie von uns erwartet worden war, kdénnen C-terminale Veranderungen die
Stimulationseffizienz von definierten 9-AS-Peptiden dramatisch verandern. Sie
interferieren vermutlich mit Peptid-Ankern in der MHC-Bindungsmulde. Trotzdem
werden Peptide vom C- zum N-Terminus synthetisiert und dazu am C-Terminus
angeheftet, der flr diese Aufgabe oft verandert ist. Allerdings dient der C-Terminus
fast immer als Ankerposition.

Obwohl wir die Frage der C-terminalen Modifikation bei langeren Peptiden nicht
systematisch untersucht haben, fihren die Ergebnisse der 9-AS-Peptid-Versuche zur
Empfehlung, Peptide mit funktionellem C-Terminus zu verwenden, wenn CD8-T-
Zellen von Interesse sind.

Peptid-Pools, die alle denkbaren Epitope eines Proteins abdecken sollen, sind ein
hilfreiches Werkzeug um CD4 und CD8 T-Zell-Antworten gegenlber Proteinen zu
analysieren.

Hinsichtlich CD4 T-Zell-Antworten sind solche Pools mindestens so effizient wie die
entsprechenden rekombinanten Proteine [162]. Bei CD8-T-Zell-Antworten sind sie
sogar deutlich effizienter [163]. Falls kiirzere Peptide verwendet werden, kdénnten
einige CD4-Antworten verloren gehen. Es wurde zwar gezeigt, dass auch 9-AS-
Peptide CD4 T-Zellen stimulieren kbénnen [164], andererseits wurde gesehen, dass
AS, die das MHC-Bindungsmotiv flankieren, eine wichtige Rolle bei der CD4-T-Zell-
Stimulation spielen kénnen, da der TCR Aminosduren auch auBerhalb der MHC-
Bindungssequenz erkennen kann [165, 166].

Daher scheint es wichtig zu sein, die Peptide und auch die Uberlappungen nicht zu
klein zu wéhlen. Die minimale L&ange der Peptide sollte deshalb 12 AS sein. Dieses
Design lasst Raum fur insgesamt drei flankierende AS — 1 bis 2 auf jeder Seite —
zusétzlich zur typischen Lange eines Bindungsmotivs von neun AS. Die Uberlappung
zweier aufeinander folgender Einzelpeptide von 11 AS zum Beispiel sichert, dass
keine 12-AS-Sequenz verloren gehen kann.

Wenn CD4- und CD8-T-Zell-Antworten gleichzeitig gescreent oder im zeitlichen
Verlauf verfolgt werden sollen, zeigen unsere Ergebnisse, dass 15-AS-Peptide mit 11

AS Uberlappungen zwischen den Peptiden ein gutes Design darstellt. Auf diese
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Weise liegen Peptide vor, die den Anforderungen beider T-Zell-Subfamilien relativ
gut gerecht werden.

In einer Verdffentlichung haben Draenert et al. Peptid-Sets mit variablen
Peptidlangen (15, 18 oder 20 AS) und variablen Uberlappungen (10 oder 11 AS)
verglichen [160].

In Ubereinstimmung mit unseren Daten wurden generell hdhere CD8-Antworten mit
den kirzeren Peptiden gesehen. 2 von 17 Probanden, die als reaktiv auf die
Stimulation gewertet wurden, zeigten hdéhere CD8-Antworten auf Stimulation mit
Mischungen aus 18 oder 20 AS langen Peptiden. Bei CD4-T-Zellen schien die
Tendenz in die entgegengesetzte Richtung zu zeigen, mit hGheren Antworten bei
langeren Peptiden. Keiner dieser Unterschiede erreichte statistische Signifikanz. Von
den Autoren wurde geschlossen, dass Peptide zwischen 15 und 20 AS Léange
ahnliche Ergebnisse liefern. Wir haben CD8-T-Zell-Antworten von 18- oder 20 AS
langen Peptiden nicht systematisch untersucht. Unsere Ergebnisse aus den
Experimenten mit den Zufallsverlangerungen mit jeweils nur einer AS sowie die
Experimente mit der systematischen Verlangerung eines definierten Peptids um
mehrere AS haben aber klar gezeigt, dass die Effizienz antigenspezifische CD8 T-
Zellen durch AS-Addition erheblich reduziert werden kann.

In einzelnen Fallen lassen sich langere Peptide konstruieren, die eine bessere
Stimulationseffizienz haben als das entsprechende, kirzere 15-AS-Peptid. Es ist z.
B. denkbar, dass das aus einer N-terminalen Verlangerung des in Abb. 4.6
dargestellten 11-AS-Peptids ENTRATKMQVI um 7 AS resultierende 18-AS-Peptid
eine hdhere Stimulationseffizienz aufweist als das ebenfalls in Abb. 4.6 gezeigte 14-
AS-Peptid ENTRATKMQVIGDQ. Wir denken aber, dass solche Konstruktionen die
Ausnahme sind und sicher keine generelle Gultigkeit haben.

Unsere Vergleiche der einzelnen 15-AS-Peptide mit den entsprechenden kiirzeren
optimalen Peptiden einer Lange von neun oder zehn AS zeigte die Uberlegene
Effizienz der kirzeren Peptide. Draenert et al. konnten keine18- oder 20-AS-Peptide
zeigen, die gegeniiber diesen optimal kurzen Peptiden eine Uberlegenheit
aufwiesen. Generell denken wir, je mehr AS angehangt sind, umso mehr mussen
wieder entfernt werden — etwa durch extrazelluldre  Prozessierung.
Ungllcklicherweise haben Draenert et al. nicht die 18- bzw. 20 AS langen Peptide

identifiziert, die effektiver als die korrespondierenden 15-AS-Peptide waren [160].
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Falls nur CD8-T-Zell-Antworten untersucht werden sollen, sind 9-AS-Peptide mit acht
Uberlappungen eine interessante und realistische Option, obgleich dazu eine
gréBere Zahl von Einzelpeptiden notig ist.

Wir konnten eine solche Peptidmischung in einem ersten Versuch mittels Spot-
Synthese flr das Protein pp65 erzeugen [161]. Bei einzelnen Probanden konnten wir
mit dieser 9-AS-Mischung vergleichbare Antworten wie mit der konventionellen pp65-
Gesamtmischung, die aus 15-AS-Peptiden aufgebaut war, erzielen.

Unsere Dosis-Wirkungskurven zeigen, dass neun AS lange Peptide in zehnfach
niedrigeren Konzentrationen gleiche CD8-Antworten hervorrufen kénnen wie 15-AS-
Peptide.

Daher wird nicht nur eine kleinere Menge pro Peptid bendtigt, sondern auch mehr
Peptide kdnnen in einem Pool kombiniert werden. Moderne Spot-Synthese-
Technologie kann hunderte oder sogar tausende von Einzelpeptiden in geringen
Mengen zu relativ geringen Kosten produzieren. Der Einsatz moderner
Synthesetechniken ermdglicht es inzwischen, die Peptide mit freiem C-Terminus zu
produzieren. Wenn man unser derzeitiges Test-Format nimmt, so kann jeweils 1 ug
von jedem der 250 bis 500 Peptide in einem 10 pl-Aliquot untergebracht werden —in
100 % DMSO gelbést.

Dabei ist wichtig zu berticksichtigen, dass die Endkonzentration des DMSO wéahrend
des gesamten Versuchsablaufs 1 % (vol/vol) nicht Obersteigt, da in hdheren
Konzentrationsbereichen DMSO zytotoxische Wirkungen entfalten kann.

Wenn nur 100 ng/ml pro Peptid bendtigt werden, kdnnen zehnmal mehr Peptide in
diesem Ansatz untergebracht werden. Dies kdénnte von Interesse sein flr das
Screenen des kompletten Proteoms eines Organismus wie HCMV auf CD8-T-Zell-
Epitope.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass keine generelle Empfehlung fir die
Konfiguration der Peptide, die eingesetzt werden sollen, ausgesprochen werden
kann. Diese ist abh&ngig von der Anwendung. Allerdings sollten C-terminale
Modifikationen vermieden werden, wenn CD8 T-Zell-Antworten interessieren.

Der Umfang der geplanten Untersuchung, die Fragestellung und das verflgbare
Budget legen somit fest, welche Art von Peptiden verwendet werden kénnen und
sollten. Zum Screening kénnte eine Kombination aus kurzen und langen Peptiden
eingesetzt werden, da auf diese Weise sichergestellt wird, dass effektive Peptide far
die Stimulation sowohl von CD4 als auch fur CD8 T-Zellen vorhanden sind.
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6 Zusammenfassung

Noch immer stellt die Primarinfektion bzw. die Reaktivierung des humanen
Cytomegalievirus (HCMV) bei Immunkompromitierten ein groBes klinisches Problem
dar. Die T-Zell-vermittelte Immunitat spielt eine zentrale Rolle bei der Kontrolle der
Infektion. Deren Untersuchung ist daher von gréBter Wichtigkeit. Peptide zur
Stimulation von T-Zellen kdnnen hierbei hilfreich sein. Es kann eine groBe Zahl an
Peptiden gleichzeitig zum Einsatz kommen, so dass mit entsprechenden Peptidpools
schnell ganze Virusproteine abgedeckt sind. Zudem ist ein groBer Vorteil, dass mit
der Hilfe von Peptiden und Peptidpools beide T-Zell-Populationen CD4 und CD8
gleichzeitig analysiert werden kdnnen. Wie Peptide und Peptidpools in Abhangigkeit
von ihrem Einsatzziel optimal konfiguriert sein sollten, steht bisher nicht
abschlieBend fest. In dieser Arbeit sollten daher folgende Fragen geklart werden:

(1) Zunachst sollten die bei uns im Labor gebrduchlichen Protokolle zur
Kurzzeitstimulation von antigenspezifischen T-Zellen mit Peptiden und
Peptidpools standardisiert werden.

(2) Die optimierten Protokolle sollten dann eingesetzt werden, um zu
untersuchen, wie die Peptide und Peptidbibliotheken konfiguriert sein missen,
um maoglichst optimal spezifische T-Zell-Antworten zu erfassen. Stellvertretend
wurden dazu Peptide der Proteine pp65 und IE1 aus HCMV gewéhlt.

(3) Es sollte geklart werden, ob unterschiedliche Anforderungen an die
eingesetzten Peptide gestellt werde, wenn CD4 und CD8 T-Zellen simultan
durchgefuhrt werden.

(4) Es sollte festgestellt werden, ob das Epitop flankierende Aminosauren die
Fahigkeit des Peptids T-Zellen spezifisch zu stimulieren beeinflussen kénnen.

(5) Es sollte geklart werden, ob eine pp65-Gesamtmischung aus mit dem
Verfahren der Spotsynthese hergestellten 9-AS-Peptiden realisierbar ist, die in
ihrer Fahigkeit CD8 T-Zellen zu stimulieren mit einer Mischung aus 15-AS-
Peptiden vergleichbar ist.

15-AS-Peptide werden haufig in Peptidpools zur Stimulation von CD8 T-Zellen
eingesetzt, deren Einzelpeptide sich Uberlappen und so eine AS-Sequenz abdecken.
Werden kurzere Peptide eingesetzt, so ist eine deutlich héhere Zahl von
Einzelpeptiden nétig. Wir beobachteten, dass kurze Peptide effektiver CD8 T-Zellen

stimulieren als korrespondierende langere 15-AS-Peptide.
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Eine pp65-Gesamtmischung, die aus kurzen 9-AS-Peptiden bestand, wurde mittels
Spot-Synthese hergestellt. Ihre Einzelpeptide Uberlappten sich jeweils mit acht AS.
Die gesamte AS-Sequenz des pp65-Proteins wurde so mittels 552 Einzelpeptiden
abgebildet. Die ,konventionelle® pp65-Gesamtmischung aus 15-AS-Peptiden hatte
138 Einzelpeptide. Mit beiden Mischungen erzielten wir vergleichbare CD8 T-Zell-
Antworten.

Ein Spender wies auf ein aus pp65 stammendes 9-AS-Peptid eine CD8 T-Zell-
Antwort auf, nicht jedoch auf Stimulation mit den beiden korrespondierenden 15-AS-
Peptiden. Dies lieB vermuten, dass es AS gibt, die mit dem Clipping oder Trimming
starker interferieren als andere. Wir verlangerten definierte kurze Peptide um
einzelne AS sowohl C- als auch N-terminal. Dabei zeigte sich, dass die AS-Addition
die Stimulationseffektivitat unterschiedlich stark einschrankte. Dies war abhéngig von
der angehangten AS, ob diese C- oder N-terminal angehangt wurde und individuellen
Faktoren des untersuchten Individuums.

Die Lange der von CD4 T-Zellen erkannten Peptide ist deutlich variabler als die von
CD8 T-Zellen, wobei die Lange der sich in der Bindungsspalte befindlichen AS-
Sequenz ebenfalls in aller Regel 9 AS betragt. Es wurde gezeigt, dass auch 9-AS-
Peptide CD4 T-Zellen stimulieren kénnen. Epitop-flankierende AS kénnen aber eine
wichtige Rolle bei der CD4 T-Zell-Stimulation spielen, da der TCR auch AS
auBerhalb der MHC-Bindungssequenz erkennen kann. Zum Screenen von CD4 T-
Zell-Antworten sind Pools mit 15-AS-Peptide und 12 Uberlappungen mindestens so
effizient wie entsprechende rekombinante Proteine. Falls kiirzere Peptide verwendet
werden, kdnnten CD4 T-Zell-Antworten verloren gehen.

C-terminale Modifikationen kdnnen die Stimulationseffizienz von Peptiden dramatisch
verandern, so dass wir generell empfehlen, Peptide mit funktionellem C-Terminus zu
verwenden, wenn CD8 T-Zell-Antworten untersucht werden sollen.

Ansonsten legen der Umfang der geplanten Untersuchung, die Fragestellung und
das verflugbare Budget fest, welche Art von Peptiden verwendet werden sollten.

Bei der Untersuchung von CD8 T-Zell-Antworten empfehlen wir zum Screenen oder
als Verlaufskontrolle 15-AS-Peptid-Pools. Zur Quantifizierung halten wir kurze
Peptide fir Uberlegen. Sollen CD4 als auch CD8 T-Zell-Antworten untersucht
werden, kbénnen 15-AS-Peptid-Pools verwendet werden. Eine interessante
Alternative dazu stellt die Kombination aus kurzen und langen Peptiden dar.
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7 Abklrzungsverzeichnis

Abkiirzung Volistandiger Begriff

Abb. Abbildung

APC Allophycocyanin

AS Aminosaure bzw. Aminosauren
BFA Brefeldin A

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

Ca* Kalzium

CD Cluster of differentiation

CO2 Kohlendioxid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethyldiamin tetra-Essigséure
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FACS Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung bzw. -analyse
FCS Fetales Kalberserum

FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FSC Vorwartsstreulicht

g Einheit der relativen Zentrifugalkraft
h Stunde(n)

HCMV Humanes Cytomegalievirus

HIV Humanes Immundefizienzvirus
HLA Humanes Leukozytenantigen
HPLC High pressure liquid chromatography
IE-1 Immediate early 1 protein (UL123)
IFNy Interferon-gamma

Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin G

Il Interleukin

KMT Knochenmarkstransplantation

min Minuten

mi Milliliter

pl Mikroliter

Hg Mikrogramm

MHC-I/1I Haupthistokompatibilitatskomplexe
MPS Multiple Peptide Synthesizer

NaN3 Natriumazid

NK-Zelle Natarliche-Killer-Zelle
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PBMC
PBS
PE

Peripheral blood mononuclear cells
Phospatgepufferte Kochsalzlésung
Phycoerythrin

PerCP
PFA
PMA
ppP65
S.
SSC
SEB
Tab.
TCR

TNF-alpha

u. a.
V. a.
v/v
w/v
z. B.

Perinidin-Chlorophyll-A-Protein
Paraformaldehyd
Phorbol-12-Myristat-12-Acetat
Phosphoprotein 65 (UL83)

Seite

Seitwartsstreulicht
Staphylokokken Enterotoxin B

Tabelle

T-Zell-Rezeptor

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha

unter anderem

vor allem

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
zum Beispiel

Tabelle des Einzel-Buchstaben-Codes fiir Aminosauren (AS)

Code

AT<TMZTOOMZUIST—r<—H40>0

Aminosaure
Glycin
Alanin
Serin
Threonin
Valin
Leucin
Isoleucin
Prolin
Tryptophan
Histidin
Aspartat
Asparagin
Glutamat
Glutamin
Cystein
Methionin
Phenylalanin
Tyrosin
Arginin
Lysin

Gruppe
aliphatische AS
aliphatische AS
aliphatische AS
aliphatische AS
aliphatische AS
aliphatische AS
aliphatische AS
heterozyklische AS
heterozyklische AS
heterozyklische AS
saure AS

saure AS

saure AS

saure AS
schwefelhaltige AS
schwefelhaltige AS
aromatische AS
aromatische AS
basische AS
basische AS
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