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1. Abstract

Polyomavirus BK assoziierte Nephropathie ist eine schwerwiegende Komplikation der
Posttransplantationsperiode bei nierentransplantierten Patienten. So fuhrt die Infektion mit
Polyomavirus BK (BKV) und die Progression zu Polyomavirus BK assoziierter Nephropathie
(BKVN) in bis zu 50 Prozent der Félle zu einer Nierendysfunktion und zum Verlust der
Niere. Regulationsmechanismen, die zur Virusreaktivierung und anschlieRender
Transplantatschadigung fihren, sind bis jetzt nicht ausreichend untersucht. Es existiert bisher
keine spezifische antivirale Therapie.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll geklart werden, welchen Einfluss die zellulére
Immunantwort auf den klinischen Verlauf einer Polyomavirus BK-Infektion hat. Im
Besonderen wird hier erstmalig die BKV-Immunitdt gegen alle finf BKV-Proteine
untersucht werden. Des Weiteren liegen bis dato wenig Daten Uber die BKV-spezifische
Immunitat im Verlaufe der Infektion vor. Die Beleuchtung dieses Aspektes stellt einen
weiteren Teil der vorliegenden Arbeit dar. Aufbauend auf den Ergebnissen aus den vorher
genannten Zielstellungen wird eine Methodik zum Monitoring nierentransplantierter Patienten
entwickelt, die sowohl zeit-, als auch blut- und kostensparend und von Bench-to-Bedside, also
in der Klinik relevant sein wird.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass alle 5 BKV-Proteine (VP1,
VP2, VP3, LT, st) eine T-Zell-vermittelte, von CD4-positiven T-Zellen dominerte
Immunantwort auslésen. Dabei steigt die BKV-spezifische zelluldre Immunitét gegen alle
funf BKV-Antigene im zeitlichen Verlauf der BKV-Infektion signifikant und erreicht ihren
Hohepunkt zum Zeitpunkt der Resolution der BKV-Infektion. T-Zellen spezifisch fir BKV-
Strukturproteine sind hierbei friher nachweisbar als T-Zellen gegen regulatorische BKV-
Proteine. Zuséatzlich konnte gezeigt werden, dass die Schwere der BKV-Infektion mit der
Frequenz der BKV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen korreliert und BKV-spezifische T-
Zellen wéhrend des Infektionsverlaufes bei Patienten mit selbstlimitierter BKV-Infektion
friher nachweisbar sind als bei Patienten mit Progression zu einer BKVN. Des Weiteren
besteht ein Zusammenhang zur Nachweisbarkeit multifunktioneller BKV-spezifischer CD4-
positiver T-Zellen. Diese wurden vermehrt bei Patienten ohne Progression zu BKVN bzw. mit
einem kirzeren Krankheitsverlauf detektiert.

Die zelluldare BKV-Immunitat wird also nicht — wie es friiher angenommen wurde — allein
durch T-Zellen gegen VP1 und LT reprasentiert. Das T-Zell-Repertoire bzw. die
Antigenspezifizitat ist im Gegenteil sehr divers und von Patient zu Patient verschieden. Somit

ist die Messung der Immunantwort gegen VP1 und LT nicht ausreichend, um den
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Immunstatus bei BKV-infizierten Individuen zu erfassen. Um der Individualitat der BKV-
Immunitdt gerecht zu werden und in einem Untersuchungsansatz alle theoretisch
vorhandenen, errechenbaren BKV-T-Zell-Epitope abzudecken, entwickelten wir ein
Monitoring-Protokoll zum schnellen, blut- und kostensparenden Einsatz in der Klinikpraxis.
Mittels gemischten Overlapping Peptide Pools (MOPP), ist es uns hiermit zusétzlich mdglich
neben BKV-spezifischen CD4-positiven T-Zellen auch CD8-positive T-Zellen nachzuweisen.
Dieses Verfahren wird daher fur das Monitoring von potentiellen BKV-infizierten Patienten

nach Nierentransplantationen empfohlen.

Problemstellung: Publikation 1:

Keine Daten tiber BKV-Immunitit —> BK-VP3 as a new target of cellular
fir alle 5 BKV-Antigene immunity in BK virus infection

Problemstellung: Publikation 2:

Keine Daten iiber BKV-Immunitat Virus-Spfecific Immunity Kinetics: A
fur alle 5 BKV-Antigene Predictor of Recovery From

Polyomavirus BK-Associated
Nephropathy

im Infektionsverlauf

Publikation 3:
Zielstellung: Novel Approach for Improved
Ergebnisse aus P1 und P2 = Assessment of Phenotypic and
anwendbar machen fir die Klinik Functional Characteristics of BKV-
Specific T —Cell Immunity

Abbildung 1: Ubersicht tiber die Publikationen zur Dissertation

Publikation 1: Mueller K, Schachtner T, Sattler A, Meier S, Friedrich P, Trydzenskaya H, Hinrichs
C, Trappe R, Thiel A, Reinke P, Babel N. BK-VP3 as a new target of cellular immunity in BK virus
infection. Transplantation 2011; 91(1):100-7.

Publikation 2: Schachtner T, Miller K, Stein M, Diezemann C, Sefrin A, Babel N, Reinke P. BK
Virus-Specific Immunity Kinetics: A Predictor of Recovery From Polyomavirus BK-Associated
Nephropathy Am J Transplant. 2011; 11(11):2443-52.

Publikation 3: Trydzenskaya H, Sattler A, Muller K, Schachtner T, Dang-Heine C, Friedrich P,
Nickel P, Hoerstrup J, Schindler R, Thiel A, Melzig MF, Reinke P, Babel N. Novel Approach for
Improved Assessment of Phenotypic and Functional Characteristics of BKV-Specific T —Cell
Immunity. Transplantation 2011; 92(11):1269-77.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schachtner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sattler%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meier%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Friedrich%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trydzenskaya%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hinrichs%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hinrichs%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trappe%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thiel%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reinke%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Babel%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21452414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=mueller%20k%20bkv
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2. Einleitung

Bei bis zu 50 Prozent nierentransplantierter Patienten fiihrt die Infektion mit Polyomavirus
BK (BKV) und die Progression zu Polyomavirus BK assoziierter Nephropathie (BKVN) zu
einer Nierendysfunktion und zum Verlust der Niere. Somit stellt die Infektion mit BKV eine
der schwerwiegendsten Komplikationen dar, die in der Posttransplantationsperiode auftreten
kdnnen. Polyomavirus BK ist ein hiillenloses Virus, dessen DNA 5 Kilobasen kodiert. Das
Genprodukt des Virus umfasst die frihen regulatorischen Proteine small t Antigen (st) und
Large T Antigen (LT) sowie die spaten Strukturproteine VP1, VP2 und VP3. Die weltweite
Durchseuchung der Bevélkerung mit BKV betrégt 90 Prozent.

Das Auftreten von BKV Infektionen bei medikamentds supprimiertem Immunsystem nach
einer Transplantation deutet auf eine starke Assoziation des Kranheitsverlaufs mit dem
Immunstatus hin. Zudem wurde in den letzten Jahren eine Assoziation zwischen der
Verwendung potenter Immunsuppressiva und dem Voranschreiten von BKV Infektionen
hergestellt. Wéhrend Félle von BKVN vor den 1980er Jahren kaum bekannt wurden, hduften
sich diese im Zeitalter potenterer Immunsuppression. Diese Beobachtung liefert einen
weiteren Hinweis auf die Beteiligung des geschwéchten/unterdriickten Immunsystems an der
progressiven BKV Infektion. So deuten neueste Erkenntnisse darauf hin, dass insbesondere
die Schwachung der zelluldren Immunantwort einen Risikofaktor und somit eine schlechtere
Prognose fiir den Patienten darstellen .

Der Zusammenhang zwischen verminderter zellularer Immunantwort und progressiver BKV
Infektion wurde in mehreren Studien untersucht . Das Design dieser Studien war jedoch
limitiert — auf die Analyse der zellularen Immunitat spezifisch fir VP1 und LT. Die
Immunantwort gegen die verbleibenden drei Proteine VP2, VP3 und st wurde bisher nicht
untersucht.

Der Nachweis der BKV-spezifischen zellularen Immunitét erfolgte bisher mittels sehr
sensitiver Interferon Gamma (IFNy)-ELISPOT-Methodik. Anhand dieser Methode lassen sich
niedrigfrequente spezifische, IFNy-produzierende Lymphozyten nachweisen. Jedoch besteht
die grofte Limitation bei der Verwendung dieser Methode darin, dass eine genaue
Identifikation des jeweilig spezifisch reagierenden Zelltyps nicht moglich ist. Mittels
polychromatischer durchflusszytometrischer Analysen (FACS - Fluoreszenz aktivierte
Zellsortierung) konnen anhand spezifischer extra- und intrazellularer Marker mehrere
Zelltypen parallel qualitativ und quantitativ analysiert werden.

Mit der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der BKV-spezifischen Immunitat fir die
BKV-Reaktivierung nach Nierentransplantationen beleuchtet werden.
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3. Ziele

Die Ziele der vorliegenden Arbeit umfassen:

1. Untersuchung der Beteiligung zelluldrer Immunitat an der Pathogenese einer BKVN
in einer retrospektiven Patientenstudie
= Etablierung der polychromatischen Durchflusszyometrie zum qualitativen
Nachweis von T-Zell-Antworten gegen alle 5 BKV-Proteine
= Identifikation und Charakterisierung BKV-spezifischer T-Zell-Subpopulationen
= Prifung moglicher Korrelationen zwischen Schweregrad der BKV-Infektion und T-
Zell-vermittelter Immunitat
2. Untersuchung der BKV-spezifischen zelluldren und humoralen Immunitat wéhrend
der Phasen der BKV-Reaktivierung
= Prifung moglicher Korrelationen zwischen dem Verlauf der BKV-Infektion und
zellul&rer- sowie humoraler Immunitat
3. Etablierung einer zeit- und kostensparenden Methode fir die Quantifizierung und
Charakterisierung von BKV-spezifischen T-Zellantworten fur eine schnelle

Prognostizierung und therapeutische Intervention im Krankheitsverlauf
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4. Methoden

4.1 Studiendesign

Das Monitoring der 48 Patienten fiir die erste Studie (‘BK-VP3 as a New Target of Cellular
Immunity in BK Virus Infection®) erfolgte 1, 2, 3, 6, 9, und 12 Monate nach Transplantation
sowie darauffolgend im Intervall von 3 Monaten durch Uberwachung der BK Viruslast
mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR). Im Falle einer BKV Reaktivierung wurde
die BK Viruslast im Abstand von 2 bis 4 Wochen untersucht. Die Diagnose von BKV
assoziierter Nephropathie (BKVN) wurde in histologischen Untersuchungen der
Nierenbiopsate abgesichert. Im Rahmen dieser retrospektiven Querschnittstudie erfolgte die
Untersuchung der BKV-spezifischen zelluldaren Immunitat nach der Uberstandenen BKV-
Infektion bei nicht mehr nachweisbarer BK Viruslast. Im Rahmen der Longitudinalstudie ‘BK
Virus-Specific Immunity Kinetics: A Predictor of Recovery From Polyomavirus BK-
Associated Nephropathy* wurden 18 Patienten mit BKV Reaktivierung/BKVN untersucht.
Innerhalb der ersten 6 Monate nach der Transplantation wurde die BK Viruslast sowie die
BKV-spezifische zelluldre Immunitat monatlich parallel bestimmt, danach in einem Intervall
von 3 Monaten und bei Auftreten einer BKV Reaktivierung wiederum monatlich. Fur die
Untersuchung der Stimulationswirkung von gemischten Overlapping Peptide Pools (MOPP)
in ‘Novel Approach for Improved Assessment of Phenotypic and Functional Characteristics
of BKV-Specific T —Cell Immunity’ wurden 27 Patienten mit BKV-Reaktivierung untersucht.
Als Kontrollgruppe dienten 12 BKV-seropostive Patienten ohne BKV-Reaktivierung.

4.2 Quantitative Real-Time PCR zur Bestimmung der BK Viruslast

Die Bestimmung der BKV-Last erfolgte mittels gRT-PCR (Amplifikation eines Abschnitts
des VP1-Gens) Dazu wurde DNA aus Patientenserum mithilfe des QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen Corp., Deutschland) aufgereinigt. Die Amplifikation der BKV-VP1-Region fand in
einem Reaktionsvolumen von 25 pL mit 900 nM Primer und 5 uM Probe statt. Zur
Bestimmung der Konzentration diente ein Plasmid mit BKV-VP1-Region als Standard. Die
initiale Denaturierung erfolgte fir 10 Minuten bei 95° C, gefolgt von 40 Zyklen
(Denaturierung fur 15 Sekunden bei 95° C, Annealing/Elongation fir 1 Minute bei 60° C).
Die Detektionsgrenze im linearen Bereich betragt 1000 copies/mL.

4.3 Untersuchung der BKV spezifischen zellularen Immunantwort

Die Isolation der peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) erfolgte im Rahmen aller
vorliegenden Studien mittels Dichtegradientenzentrifugation von Vollblut (Antikoagulans
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Lithium-Heparin) bei 300 x g Uber Ficoll-Paque (Amersham Pharmacia Biotech AB,
Schweden.

Fur Studie 1 wurden die PBMC fur die anschlieBende durchflusszyotmetrische Analyse in
standardisierten Ansatzen mit je 1 pug/mL BKV Peptiden aus sogenannten Overlapping
Peptide Pools (OPP) stimuliert. Ein Stimulationsansatz enthielt 5x 10° PBMC in 1 mL
RPMI-1640-Kulturmedium, supplementiert mit 2 mmol/L L-Glutamin, 10% (v/v)
hitzeinaktiviertem humanen AB-Serum (Lonza, Schweiz), 50 UM b-Mercaptoethanol (Sigma,
Deutschland), und 100 IU/mL Penicillin/Streptomycin (beide PAA, Osterreich). Um das
sekundare Signal fur eine ausreichende T-Zellstimulation zu verstarken, wurde zu dem
Stimulationsansatz zusétzlich 1 pg/mL humaner anti-CD28-Antiérper (BD Pharmingen,
USA) gegeben. Die Stimulation erfolgte fiir 6 Stunden bei 37° C, 95 % Luftfeuchtigkeit und
5% CO,. Fur die intrazelluldare Anreicherung der ansonsten sezernierten Zytokine sowie
CD154 wurde nach 2 Stunden Stimulationszeit 2 pg/mL Brefeldin A (BD Pharmingen, USA)
zugegeben, welches den Golgi-vermittelten Proteintransport inhibiert. Als Positivkontrolle
diente die Stimulation mit Staphylococcus Enterotoxin B (Sigma, Deutschland), die
Negativkontrolle enthielt eine &quivalente Menge von humanem anti-CD28-Antikorper sowie
Dimethylsulfoxid (DMSQO), welches zum Auflésen der Peptide in den OPP verwendet wird.

Im Rahmen von Studie 3 erfolgte die Stimulation identisch, jedoch wurde zusatzlich mit
einem Gemisch aller OPP (MOPP) stimuliert, so dass in einem Stimulationsansatz alle
potentiellen BKV-Antigene in Form von 15-meren vorhanden waren. Die Endkonzentration
eines jeden Peptids betrug 1 pg/mL.

Im Rahmen der Longitudinalstudie erfolgte die Stimulation zur Untersuchung der BKV-
spezifischen Immunitat abweichend von oben genannter Vorgehensweise. Da die zellulére
Immunitat im Rahmen der Longitudinalstudie mittels IFNy-ELISPOT quantifiziert wurde ist
eine aktive Sezernierung von IFNy nétig. Eine Zugabe von Brefeldin A ist daher nicht
erforderlich. Die Stimulationsdauer betrug 24 Stunden bei 37°C.

4.4 Peptide zur BKV-spezifischen Stimulation

Fur die antigenspezifische Stimulation der PBMC werden Peptidgemische (Overlapping
Peptide Pools — OPP) eines jeweiligen Virusproteins verwendet. Peptidgemische bestehen aus
kurzen Fragmenten der Virusproteine (15-mere), die sich in jeweils 11 Aminosduren
uberlappen. Polyomavirus BK besteht aus funf Proteinen — VP1, VP2, VP3, LT und st. Die
Peptidgemische (nach SWISS-Prot Nummern der BKV-Antigene synthetisiert: VP1, P14996;
VP2, P03094; VP3, P09034-2; st, P03082; und LT, P14999; JPT, Berlin) umspannen alle
Fragmente eines jeweiligen Proteins, welche unter in vivo-Bedingungen durch die
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endosomale Prozessierung in Antigenprésentierenden Zellen (APC) entstehen kdnnen. Das
bedeutet, dass unabhéngig vom T-Zellrezeptor-Klonotyp alle T-Zellen, deren T-Zellrezeptor
(TCR) spezifisch fir ein beliebiges Epitop der BKV-Antigene ist, aktiviert werden kdnnen.
Hier werden die T-Zellen ex vivo von APC stimuliert, welche die Peptide tber den Major
Histocompatability Complex (MHC) prasentieren. Dabei werden sowohl CD4-positive T-
Helferzellen als auch CD8-positive zytotoxische T-Zellen stimuliert, da sowohl die
Préasentation tber MHC-I (stimuliert CD8-positive T-Zellen) als auch tiber MHC-I11 (stimuliert
CD4-positive T-Zellen) erfolgt. Ein weiterer Vorteil dieser Verfahrensweise besteht darin,
dass die T-Zellen unabhéngig vom HLA-Typ des Patienten stimuliert werden konnen. Die
lyophilisierten Peptide werden in DMSO aufgelést und in einer Endkonzentration von
1 pg/mL fur die Stimulation eingesetzt. Im Rahmen von Studie 3 wurden die OPP als MOPP
gemischt und in einer Endkonzentration von 1 pug/mL pro Peptid (5 pg/mL Gesamt-BKV-
Protein) eingesetzt.

4.5 Polychromatische Durchflusszytometrie

Wie oben erwahnt, ermdglicht die polychromatische Durchflusszytometrie die parallele
Analyse mehrerer Parameter auf Einzelzellebene. Hierzu werden die gewtinschten Parameter
extrazelluldar und/oder intrazellular Zellen mittels Fluorochrom-gekoppelter monoklonaler
AntikOrper markiert. Eine intrazelluldre Farbung benétigt eine Permeabilisierung der
Zellmembran, wahrend Oberflachenmarker extrazellular ohne Permebiliserung geférbt
werden kénnen. Im Rahmen von Studie 1 und Studie 3 wurden die lebenden Zellen mit einem
fixierungs-/permeabiliserungsstabilem Lebend/Tot-Farbstoff angefarbt (LIVE/DEAD Fixable
Aqua dead cell stain kit; Invitrogen, USA). Anschlielend wurden die Oberflachenmarker
CD3, CD8 und CD69 gefarbt. Nach einem Fixierungs-und Permeabilisierungsschritt wurden
die intrazellularen Marker CD154 (CD40 Ligand), Interleukin 2 (IL-2), Interferon Gamma
(IFNy), Tumornekrosefaktor Aalpha (TNFa) und Interleukin 17 (IL-17) geféarbt. Alle
Férbeschritte erfolgten unter Zugabe von 2 pg/mL humanem Immunglobulin (Beriglobin,
CSL Behring) um Fc-Gamma-Rezeptoren abzusattigen und somit unspezifische
Markierungen zu verhindern. Die Zellen wurden mittels eines LSRII Durchflusszytometers
(BD, USA) hinsichtlich Grof3e, Granularitt und Fluoreszenz gemessen und mit der Software
FlowJo (Treestar, USA) ausgewertet. Das Hintergrundsignal der Negativkontrolle wurde vom
BKV-spezifischen Signal subtrahiert. Ein Signal ist als positiv definiert, wenn der Prozentsatz
der zytokinproduzierenden Zellen >0.001 % von CD4-positiven bzw. CD8-positiven T-
Zellen ist; unter der Voraussetzung, dass sich nach der Subtraktion des Hintergrundsignals
noch mindestens 15 Zellen im jeweiligen Gate befinden.
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4.6 Enzyme Linked Immunospot Technique (ELISPOT)

Mittels ELISPOT wird die Anzahl zytokinsezernierender (hier: IFNy) Zellen in einem
Zellgemisch bestimmt. Hierflr wird anti humaner IFNy-Antikérper (3 pg/mL, Endogen,
USA) (iber Nacht auf den Boden der Lécher von 96-Loch-Platten gebunden. 2,5 x 10° PBMC
werden pro Loch ausgesdt und mit 1 pg/mL BKV OPP in RPMI-1640 fur 24 Stunden bei
37° C stimuliert. Als Positivkontrolle diente hier ebenfalls die Stimulation mit 1 pg/mL
Staphylococcus Enterotoxin B, als Negativkontrolle diente DMSO. AnschlieBend erfolgte
eine Inkubation der Platten bei 4°C U(ber Nacht mit 1 pL/mL biotiniliertem IFNy-
Detektionsantikérper (Endogen, USA). Nach der Zugabe von Streptavidin (1 pg/mL) fir 2
Stunden bei Raumtemperatur wurden die zytokinsezernierenden Zellen als Spots unter
Zugabe von 200 uL AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol, Sigma, Deutschland) sichtbar gemacht.
Die Spots wurden computerbasiert ausgezahlt (Immunospot, Cellular Technologies, Ltd.,
USA). Ein positives Signal im ELISPOT wurde als > 10 Spot Forming Units (SFU) pro Loch
nach Abzug der Negativkontrolle definiert.

4.7 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) zum Nachweis BKV-spezifischer
Antikdrper

BKV-spezifisches IgM and 1gG wurden anhand ihrer Bindung an synthetisierte BKV-VP1-
Virus-like particles (VLP) und Meerrettich-Peroxidase-Reaktion nachgewiesen. Die optische
Dichte bei 405 nm wurde an einem ELISA-Reader gemessen. Als Detektionsgrenze wurden
eine OD405 nm <0,16 (IgM) und <0,18 (IgG) definiert.

4.8 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mittels SPSS Version 16 (SPSS Inc., USA) durchgefihrt. Der
Vergleich von Patientengruppen erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und Mann-Whitney-U-
Test fiir nicht-parametrische unabhangige Proben. Vergleiche zwischen gepaarten Proben
wurden mittels Friedman-Test und Wilcoxon-Rangsummen-Test flir nicht-parametrische
abhangige Proben durchgefihrt. P-Werte < 0,05 werden als statistisch signifikant gewertet.
Die Abbildungen zeigen Box-Plots mit Median und Interquartil-Reichweite.
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5. Ergebnisse

5.1 Publikation 1:

Untersuchung der Beteiligung zellularer Immunitéat an der Pathogenese einer BKVN
in einer retrospektiven Patientenstudie — als Originalarbeit verdffentlicht unter ‘BK-
VP3 as a New Target of Cellular Immunity in BK Virus Infection*

In den letzten Jahren wurde eine Assoziation zwischen dem Fehlen der zellularen Immunitéat
und dem Voranschreiten von BKV-Infektionen beschrieben. Die zugrundeliegenden Studien
waren jedoch limitiert auf die Untersuchung zweier von finf BKV-Antigenen. Hier
ermoglicht die Etablierung der polychromatischen Durchflusszytometrie erstmalig den
qualitativen Nachweis von T-Zell-Antworten gegen alle 5 BKV-Proteine. Dazu wurden in
einer retrospektiven Studie die T-Zellen nierentransplantierter Patienten mit Zustand nach
BKV-Reaktivierung und ohne BKV Reaktivierung untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass alle 5 BKV-Proteine eine T-Zell-vermittelte Immunantwort
auslosen (Abb. 1A). Demnach waren T-Zellen gegen ein beliebiges BKV-Antigen bei 100
Prozent der Patienten mit durchgemachter BKVVN detektierbar; bei 74 Prozent der Patienten
waren T-Zellen gegen alle BKV-Antigene nachweisbar. Die BKV-spezifische Immunantwort
wurde hierbei von CD4-positiven T-Zellen dominiert (Abb. 1A) und die Schwere der BKV-
Infektion Kkorrelierte mit der Frequenz der BKV-spezifischen CDA4-positiven T-Zellen. So
wurden bei Patienten mit einem schweren Krankheitsverlauf (Progression zu BKVN)
signifikant erhohte Frequenzen BKV-spezifischer CDA4-positive Interferon-Gamma- bzw.
Interleukin-2-Einzelproduzenten nachgewiesen (Abb. 2) als bei Patienten der Kontrollgruppe
(keine Reaktivierung). Multifunktionelle T-Zellen, die gleichzeitig Interleukin-2, Interferon-
Gamma und Tumornekrosefaktor-Alpha produzieren, werden in der Literatur als protektiv
gegen eine Progression von Virusinfektionen beschrieben. Diese multifunktionellen T-Zellen
wurden vermehrt bei Patienten aus der Kontrollgruppe (keine Progression zu BKVN)
detektiert (Abb. 3).

Eine weitere interessante Beobachtung betrifft die Antigenspezifitat der BKV-spezifischen T-
Zellen. Wéhrend VP3 bei allen der Patienten mit Progression zu BKVN eine T-Zell-
vermittelte Immunantwort auslost, ist dies bei VP1 und LT Antigen — den beiden in der
Vergangenheit untersuchten BKV-Antigenen — nicht der Fall (Abb. 1A). So waren VP3-

spezifische T-Zellen bei zwei Patienten ohne VVP1- und LT-spezifische T-Zellen nachweisbar.
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Die Frequenz dieser VP3-spezifischen Immunantwort war zudem groRer als die

Immunantwort gegeniber allen anderen BKV-Antigenen (Abb. 1B-D).

5.2 Publikation 2:

Untersuchung der BKV-spezifischen zellularen und humoralen Immunitat im
Verlauf der BKV-Infektion — als Originalarbeit verdffentlich unter ‘BK Virus-
Specific Immunity Kinetics: A Predictor of Recovery From Polyomavirus BK-
Associated Nephropathy*

Wahrend frihere Studien auf eine Assoziation zwischen der Entwicklung BKV-spezifischer
zellulérer Immunitat und der Resolution von BKV-Infektionen hinweisen, gibt es bisher
jedoch noch keine immunologischen Parameter, um Risikopatienten zu identifizieren bzw.
den Ausgang einer BKV-Infektion vorherzusagen. Um einen Einblick in die Dynamik der
zelluldren und humoralen Immunitat wahrend einer BKV-Infektion zu erlangen, wurden T-
Zellen und Antikérper von Patienten mit Progression zu BKVN sowie Patienten mit

selbstlimitierter BKV-Infektion analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass die BKV-spezifische zelluldre Immunitat gegen alle funf
BKV-Antigene im zeitlichen Verlauf von Diagnose zu Resolution der BKV-Infektion
signifikant steigt (Abb. 2). Die ersten BKV-spezifischen T-Zellen bei Patienten mit
selbstlimitierter BKV-Infektion wurden einen Monat nach Diagnose der BKV-Reaktivierung
nachgewiesen. Bei Patienten mit Progression zu BKVN wurden BKV-spezifische T-Zellen
erst funf Monate nach Diagnose der BKV-Reaktivierung und ausschlieBlich nach
Reduzierung der Immunsuppression nachgewiesen. Die hdchste Frequenz BKV-spezifischer
T-Zellen wurde bei beiden Patientengruppen zum Zeitpunkt der Resolution der BKV-
Infektion gemessen (Abb. 2). Hierbei wurden bei Patienten mit Progression zu BKVN
antigenunabhangig signifikant hohere T-Zell-Frequenzen nachgewiesen als bei Patienten mit
selbstlimitierter BKV-Infektion (SFU/10° PBMC [Gruppe 1/Gruppe2]: VP1 225/88, VP2
140/67, VP3 150/78, st 170/49, LT 160/104). Die Frequenzen der T-Zellen bei Patienten mit
BKVN waren auch 6 Monate nach der Resolution der BKV-Reaktivierung signifikant erhéht
gegeniiber den T-Zellen der Patienten mit selbstlimitierter BKV-Infektion (SFU/10° PBMC
[Gruppe 1/Gruppe2]: VVP1 160/70, VP2 100/30, VP3 125/25, st 80/20, LT 100/40) (Abb. 2).

T-Zellen spezifisch fir die Strukturproteine VP1-VP3 wurden bei 67 Prozent der Patienten
friher nachgewiesen als jene flr die regulatorischen Proteine st- und LT-Antigen; bei 33

Prozent der Patienten erfolgte der Nachweis zeitgleich (Abb. 3). Bei einem Patienten mit
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Progression zu BKVN (Patient 7) konnten Uber die gesamte Infektionsdauer keine T-Zellen
gegen regulatorische BKV-Antigene nachgewiesen werden. Bei diesem Patienten blieb die
Viruslast stabil erhéht bei 2 x 10* bis 7 x 10* Kopien/mL.

Neben der héchsten Frequenz BKV-spezifischer T-Zellen war bei Patienten mit BKVN auch
die groRte Zunahme BKV-spezifischer 1gG-AK von Diagnose zu Resolution der BKV-
Infektion zu verzeichnen (0,888 OD bzw. 1,691 OD); IgM-Level waren wéhrend der
Infektion dauerhaft erh6ht (Diagnose: 1,342 OD, Resolution: 0,803 OD) gegentber dem Wert
vor BKV-Reaktivierung (0,340 OD) (Abb. 4).

5.3 Publikation 3:

Etablierung einer zeit- und kostensparenden Methode fir die Quantifizierung und
Qualifizierung von BKV-spezifischen T-Zellantworten fir eine schnelle
Prognostizierung und therapeutische Intervention im Krankheitsverlauf — als
Originalarbeit veroffentlicht unter ‘Novel Approach for Improved Assessment of
Phenotypic and Functional Characteristics of BKV-Specific T —Cell Immunity*

Die Daten unserer vorherigen Studien belegen, dass die Messung von T-Zellen spezifisch fur
VP1 und LT-Antigen nicht ausreicht, um die gesamte BKV-spezifische zellulére
Immunantwort zu erfassen. Unsere bisherige Vorgehensweise, alle finf BKV-Antigene
separat zur Stimulation einzusetzen, liefert demnach die hdchstauflésenden Ergebnisse
beziiglich der BKV-Antigenspezifitdt. Um Zeit, Kosten und nicht zuletzt auch benétigte
Mengen an Blut einzusparen, adaptierten wir den vorher entwickelten polychromatischen
durchflusszytometrischen Assay. Nun fuhrten wir die Stimulation der T-Zellen mit einem
Gemisch aller BKV-Antigene in einem Ansatz durch. BKV-spezifische T-Zellen von
Patienten mit durchlebter/aktueller BKV-Infektion und von Patienten ohne BKV-

Reaktivierung wurden analysiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit allen finf BKV-
Antigenen gleichzeitig (MOPP) in allen Patientengruppen eine hohere T-Zellantwort
hervorruft als die Stimulation mit den jeweiligen Antigenen allein (SOPP) und zwar
unabhéngig davon, ob IFNy, IL-2 oder TNF-a gemessen wurden (Abb. 1). AuRerdem konnten
mit MOPP-Stimulation BKV-spezifische T-Zellen auch bei denjenigen Patienten
nachgewiesen werden, die nach SOPP-Stimulation keine T-Zell-Aktivitat zeigten. So wurden
nach MOPP-Stimulation unabh&ngig von analysiertem Zytokin und Patientengruppe jeweils

bei 100 Prozent der Patienten T-Zellen nachgewiesen, wéhrend nach SOPP-Stimulation bei
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null Prozent (z.B. LT/ IFNy/Gruppe 1) bis 100 Prozent (LT/IL-2/Gruppe 2) der Patienten T-

Zellen nachgewiesen werden konnten.

Der Nachweis und die Charakterisierung der in niedriger Frequenz vorhandenen CDS8-
positiven T-Zellen war durch den neuen Ansatz ebenso moglich wie die Analyse der CDA4-
positiven T-Zellen (Abb. 1; 2). Dabei wurde ersichtlich, dass die CD8-T-Zellantwort in allen
Patientengruppen von IFN-produzierenden T-Zellen dominiert wird (Abb. 2) wahrend I1L-17-
Produktion weder in CD4-positiven noch in CD8-positiven T-Zellen nachweisbar war.

Interessanterweise zeigten Patienten mit einer schnellen Resolution der BKV-Reaktivierung
signifikant hohere Frequenzen multifunktioneller [FNy/IL-2/TNFo- und IL-2/TNFa-
produzierender CD4-positiver T-Zellen gegeniiber den Patienten mit einem schweren,
langeren Infektionsverlauf (44/10° PBMC gegeniiber 170/10° PBMC, p<0,05; Abb. 3B).
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6. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels verschiedener Studien Untersuchungen der BKV-
spezifischen Immunitat durchgefiihrt. Assoziationen zwischen dem Fehlen BKV-spezifischer
T-Zellen und dem Voranschreiten von BKV-Infektionen wurden in friheren Studien

demonstriert +**

und konnten in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. So kam es
ausschlieBlich nach der Rekonstitution BKV-spezifischer T-Zellen zum Absinken der BK-
Viruslast. Die Dynamik einer BKV-Infektion lasst sich vereinfacht in schwere Verldufe
(erhohte Viruslast Uber einen Zeitraum von mindestens drei Monaten, Anstieg von Serum-
Kreatinin, Progression zu BKVN) und leichte Verldufe (transiente, selbstlimitierte
Infektionen, ohne Erhéhung von Serum-Kreatinin) einteilen. Ein schwerer Verlauf war bei
den hier untersuchten Patienten nicht ohne therapeutische Intervention (Umstellung der
Immunsuppression) aufzuhalten. Doch welche immunologischen Marker kdnnen zur
Uberpriifung des BKV-Immunstatus bzw. zur Vorhersage des Krankheitsverlaufs

herangezogen werden?

In der vorliegenden Arbeit wurde zuné&chst ein polychromatisches
Durchflusszytometrieverfahren zum Nachweis niedrigfrequenter BKV-spezifischer T-Zellen
entwickelt. Die qualitative und quantitative Analyse der T-Zellen sollte sich hierbei nicht auf
bisher untersuchte Spezifitdten (LT-Antigen, VP1) beschranken sondern alle BKV-Antigene
abdecken.

Wir zeigen hier, dass die gesamte BKV-spezifische Immunitat nicht durch die beiden
Antigene LT-Antigen und VP1 repréasentiert werden kann, sondern eine Messung aller BKV-
Antigene verlangt. So zeigte sich in unserer ersten Studie, dass die Antigenspezifitat innerhalb
der verschiedenen Patienten sehr variabel ist und das VVorhandensein von VP1/LT-Antigen-
spezifischen T-Zellen nicht das Vorhandensein von T-Zellen gegen die anderen Struktur-
(VP2, VP3) bzw. regulatorischen Proteine vorhersagt. Im Gegenteil; es existierten T-Zellen
gegen VP3 in Patienten, die keine T-Zellen gegen LT-Antigen/VP1 hatten. Das bedeutet, dass
die Messung der zelluldren Immunitat spezifisch fir VP1 und LT nicht ausreicht, um die
komplette BKV-spezifische Immunantwort zu erfassen. Aufgrund dieser Beobachtung wurde
in den nachfolgenden Studien die BKV-Immunitét gegen alle funf BKV-Antigene untersucht

und tbereinstimmende Beobachtungen gemacht.

In der Verlaufsstudie konnte eine Zunahme BKV-spezifischer T-Zellen im Verlauf von
Diagnose zu Resolution der BKV-Infektion dokumentiert werden. Dabei hob sich keine
Spezifitdt gegen ein bestimmtes BKV-Antigen zu einem Zeitpunkt im Verlauf der BKV-
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Infektion signifikant heraus. Jedoch wurde beobachtet, dass sich T-Zellen gegen
Strukturproteine vor den T-Zellen gegen regulatorische Proteine etablieren. Interessanterweise
blieb die Viruslast bei einem Patienten, obwohl T-Zellen gegen BKV-Strukturproteine jedoch
keine T-Zellen gegen regulatorische BKV-Proteine nachweisbar waren, stabil auf erhéhtem
Niveau. Dies konnte darauf hinweisen, dass die Etablierung von T-Zellen gegen
Strukturproteine fur einen Riickgang der BK Viruslast nétig ist, eine vollstdndige Resolution
der BV-Infektion aber nur ermdglicht wird, wenn auch T-Zellen gegen regulatorische BKV-
Antigene etabliert werden. Ubereinstimmend berichteten Comoli et al. Uber einen
Zusammenhang zwischen dem Fehlen einer T-Zell-Antwort gegen die regulatorischen BKV-

Antigene und einem Risiko fiir BKV-Reaktivierung **.

Eine weitere interessante Erkenntnis der qualitativen Analysen der BKV-spezifischen
Immunantwort war die Dominanz von CD4-positiven T-Zellen bzw. Abwesenheit von CD8-
positiven T-Zellen in der ersten Studie. So waren mit einer Einzelantigen-Stimulation keine
CD8-positiven T-Zellen nachweisbar. Die Stimulation mit MOPP in der dritten Studie erhdhte
die Sensitivitat des Assays und ermdglichte uns den Nachweis von BKV-spezifischen CD8-
positiven T-Zellen. Hier zeigte sich eine Dominanz von IFNy-produzierenden T-Zellen
innerhalb der CD8-positiven T-Zellen und Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus der
ersten Studie eine allgemeine Dominanz von CD4-positiven T-Zellen. Innerhalb dieser CD4-
positiven T-Zellen finden sich auch multifunktionelle IFNy/IL-2/TNFa-produzierende T-
Zellen. Diese konnten in der ersten und dritten Studie tbereinstimmend in hoherer Frequenz
bei den Patienten nachgewiesen werden, die einen leichteren Krankheitsverlauf haben. Damit
ubereinstimmend werden multifunktionelle T-Zellen in der Literatur als protektiv beli

1213 Geht man von einer hohen Variabilitit der

Viruserkrankungen beschrieben
Antigenspezifitat aus, wie wir sie hier detektiert haben, erschwert dies die Identifikation eines
universellen Markers fir die Vorhersage des Verlaufs einer BKV-Infektion. Das

Vorhandensein multifunktioneller T-Zellen kénnte einen solchen Marker darstellen.
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7. Schlussfolgerung und Ausblick

Wir konnten zeigen, dass unter der immunsuppressiven Therapie der Verlauf der BKV-
Reaktivierung und die Schwere der BKV-Infektion vom Vorhandensein zellularer Immunitat,

ihrer Quantitdt und der Art der T-Zellen abhéngig sind.

Bis jetzt ist jedoch noch nicht klar, mit welcher immunsuppressiven Medikation die bessere
Prognose einer aktiven BKV-Infektion assoziiert ist. In diesem Zusammenhang wéren weitere
prospektive Studien, die im Verlauf aktiver BKV-Infektionen eine Modifizierung der
Immunsuppression beinhalten, von grof3er klinischer Relevanz. Im Rahmen dieser Studien
konnte analysiert werden, in wie weit die Art der Immunsuppression die Rekonstitution der T-
Zellen beeinflusst und ob man selektiv bestimmte Subklassen von T-Zellen (z. B.
multifunktionelle BKV-spezifische T-Zellen) induzieren kann. Somit kénnten Aussagen uber
die Beeinflussbarkeit des Krankheitsverlaufs mit spezieller medikamentésen Therapie

getroffen werden.

Des Weiteren konnen BKV-spezifische T-Zellen mittels MACS- und FACS-Technologie
aufgereinigt werden, um diese fiir den Ansatz der adoptiven T-Zelltherapie nutzbar zu
machen. Hierfiir kdnnte man sich an etablierten Protokollen zur Expansion Virusspezifischer
T-Zellen, wie bereits flr Eppstein-Barr-Virus und Zytomegalievirus beschrieben, orientieren
1 Fur diesen Ansatz empfiehlt sich insbesondere eine Stimulierung mit allen BKV-
Antigenen, reprasentiert durch den gemischten Peptidpool wie in der 3. Studie beschrieben ist.
Mit einer Stimulation mit gemischtem Peptidpool werden alle theoretisch vorhandenen
Epitope der Antigene abgedeckt und die Ausbeute der Zellzahl maximiert. Auf diese Weise

wird diese wichtigste Limitierung der Generierung von Virus-spezifischen T-Zellen beseitigt.

Ein interessanter Ansatz wére auch, in den wie oben beschrieben hergestellten T-Zell-Linien
die T-Zellrezeptoren zu sequenzieren bzw. deren Spezifitdat durch ein Epitopmapping zu

ermitteln. Daraus kdnnten sich weitere Mdglichkeiten bis hin zur Vakzinierung ergeben.
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14. Abkirzungsverzeichnis

APC — Antigen Presenting Cells (Antigenprésentierende Zelle)

BKV — Polyomavirus BK

BKVN — BKV assoziierte Nephropathie

CD — Cluster of Differentiation

DMSO — Dimethylsulfoxid

DNA — Deoxy Ribonucleic Acid (Desoxyribonukleinséure)

ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ELISPOT - Enzyme Linked Immuno Spot Assay

FACS — Fluorescence activated cell sorting

IFNy — Interferon Gamma

IL — Interleukin

LT — Large T Antigen

MHC — Major Histocompatibilty Complex (Haupthistokompatilitatskomplex)

MOPP — Mixed Overlapping Peptide Pool

MACS — Magnet activated cell sorting

OPP — Overlapping Peptide Pool

PBMC — Peripheral Blood Mononuclear Cells (periphere mononukleére
Blutzellen)

gRT-PCR - quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction (quantitative Real
Time Polymerasekettenreaktion)

SFU — Spot Forming Units

SOPP — Single Overlapping Peptide Pool

st —small t Antigen

TCR — T Cell Receptor (T-Zellrezeptor)
TNFa — Tumornekrosefaktor Alpha

T-Zelle  —Thymus Zelle, Thymus Lymphozyt
VLP — Virus Like Particles

VP — Virusprotein
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