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1 Einleitung

Wir sind einem unaufhorlichen Ansturm infektioser Mikroben ausgesetzt. Ein kom-
plexer mehrzelliger Organismus wie der des Menschen bietet Viren, einzelligen und
mehrzelligen Mikroorganismen vielféltige Lebensrdume. Viele unter diesen kdnnen
Krankheiten verursachen oder sogar ihren Wirt téten. Daher hat sich ein komplexes
System aus ineinandergreifenden Komponenten und Mechanismen entwickelt, um
Eindringlinge zu bekampfen, Infektionen zu verhindern oder zu kontrollieren: das

Immunsystem.

1.1 Spezifische Immunitat

Immunzellen wie Makrophagen oder Neutrophile sind in der Lage, eindringende
Mikroorganismen anhand gemeinsamer und konstanter Oberflachenstrukturen, etwa
bakterieller Lipopolysaccharide, zu erkennen, zu binden und zu zerstéren. Diese
angeborene Immunitat bietet einen wichtigen ersten, schnell aktivierbaren Schutzwall
gegenuber vielen Infektionserregern. Andere Erreger, insbesondere Viren, haben
keine solchen gemeinsamen Oberflachenmerkmale, sondern kénnen nur individuell
erkannt und abgewehrt werden. Dazu ist der Erwerb einer spezifischen oder
adaptiven Immunitat notwendig. Deren Hauptakteure sind die Lymphozyten. Jeder
Lymphozyt hat seine eigene, durch gesteuerte Zufallsprozesse zustandegekommene
und nun feststehende Spezifitat. In einem frihen Reifungsstadium werden zunéchst
diejenigen Lymphozyten eliminiert, deren Spezifitdt sich gegen korpereigene
Strukturen richten kdnnte. Hat ein Lymphozyt diese Selektion Uberstanden, zirkuliert
er durch den Kérper und die lymphatischen Organe, zunéchst naiv und inaktiv, aber
stets bereit, auf die erste Begegnung mit dem Antigen, das von ihm und nur ihm
erkannt wird, mit einer Vermehrung und Aktivierung zu reagieren und so eine
effektive spezifische Abwehr zustande zu bringen. Nach Zurtckdrangung des
Erregers bleibt, zur Sicherung des immunologischen Gedachtnisses, eine Anzahl von

besonders leicht aktivierbaren Gedachtnis-Lymphozyten zuriick, die daflr sorgen,
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dal die Reaktion gegenlber einer Zweitinfektion mit dem gleichen Erreger schneller
und effizienter erfolgt.

1.2 Antigene und Antigenprasentation

Seit den sechziger Jahren weil3 man, dal? Lymphozyten sich in — lichtmikroskopisch
ununterscheidbare — B-Zellen und T-Zellen unterteilen, die dieses Prinzip auf ihre
jeweils eigene Weise auspragen. B-Zellen entwickeln sich nach entsprechender
Aktivierung zu Plasmazellen, deren Aufgabe die Herstellung von Antikdrpern ist.
Antikérper begriinden die ,l6sliche”, humorale Immunitat. Ein Antikdrper ist ein
|6sliches Proteinmolekul, das eine bestimmte dreidimensionale Molekulstruktur, ein
Epitop, spezifisch bindet. Ein solches Epitop ist in der Regel ein Abschnitt eines
l6slichen Proteins oder eines Proteins eines Virus oder Mikroorganismus. Die
Bindung des Antikdrpers markiert das Antigen und vermittelt so dessen Aufnahme
und Abbau durch Frel3zellen, zum Beispiel Makrophagen. Ldsliche Toxine oder Viren
koénnen allein durch die Bindung des Antikdrpers bereits inaktiviert werden, etwa weil
ihre (fir den Wirt schéadliche) Interaktion mit Zellen nun blockiert ist, man spricht

dann von einem neutralisierenden Antikorper.

Zur Abwehr von bereits virusinfizierten oder anderswie krankhaft verédnderten
korpereigenen Zellen, die solche Epitope nicht auf ihrer Oberflache aufweisen, hat
sich ein System entwickelt, das die direkte Erkennung und Vernichtung der
abnormen Zellen durch zytotoxische T-Zellen (CTL) erlaubt. Ein Teilschritt des
normalen Stoffwechsels zelluléarer Proteine ist ihr Abbau zu kurzen Peptidfragmenten
durch einen proteinverdauenden Multienzymkomplex, das Proteasom, und weitere
Enzyme des Zytoplasmas. Solche Peptide kénnen durch einen Transporter ins
endoplasmatische Retikulum beférdert werden, auf dessen Innenseite sie eine
stabile Bindung mit membranstandigen MHC-Klasse-I-Molekilen eingehen. Die
Klasse-I-Molekiile, beladen mit dem Peptid, gelangen an die Zelloberflache und
prasentieren das Peptid dem Immunsystem als Antigen. Eine T-Zelle der passenden
Spezifitat kann dann diesen MHC-Peptid-Komplex auf der antigenprasentierenden
Zelle (APC) erkennen. Dies geschieht durch Bindung des Komplexes durch
dasjenige Molekul auf der T-Zelle, das ihre Spezifitdt definiert, den T-Zell-Rezeptors
(TCR). Wahrend Klasse-I-Molekile mitsamt dem dazugehorigen Antigen-
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Prozessierungsapparat von den meisten Kdrperzellen exprimiert werden und diese
so der Kontrolle durch das Immunsystem zugénglich machen, exprimieren
sogenannte professionelle antigenprasentierende Zellen (PAPC) ein zusétzliches
analoges Antigenprasentierungssystem auf der Basis von MHC-Klasse-II-Molekilen.

1.3 Professionelle antigenprasentierende Zellen

PAPC sind Zellen, die gezielt Antigene aufnehmen und prozessieren, um sie T-
Zellen in einem molekularen Kontext zu prasentieren, der eine optimale Stimulation
gewabhrleistet und insbesondere auch die Aktivierung naiver T-Zellen bewirkt, die nie
zuvor ihr spezifisches Antigen ,gesehen” haben. Die wichtigsten PAPC sind dendriti-
sche Zellen (DC), Makrophagen und aktivierte B-Zellen. Diesen Zelltypen gemein-
sam ist die Expression von MHC Klasse | und Il und die Expression kostimulatori-
scher Oberflachenmolekile wie B7.1 und B7.2. Gemal der ,Zwei-Signal-Hypothese"
liefern kostimulatorische Molekule das zweite Signal, das fur die Aktivierung naiver T-
Zellen zusatzlich zum préasentierten spezifischen Antigen notwendig ist. Da PAPC
beide MHC-Klassen exprimieren, sind sie zur Aktivierung der beiden wichtigen
Klassen antigenspezifischer T-Zellen befahigt, namlich der CD4" und der CD8"-T-
Zellen. CD8"-T-Zellen erkennen Antigene im Kontext von MHC I; die meisten zytoto-
xischen T-Zellen fallen in diese Kategorie. Nach einer ersten Aktivierung durch die
PAPC sind diese dann befahigt, gewdhnliche Korperzellen zu erkennen und zytoto-
xisch anzugreifen, die lediglich das MHC-I-prasentierte Antigen, ohne Kostimulus,
prasentieren. CD4"-T-Zellen dagegen erkennen MHC-lI-restringierte Antigene. Ihre
Aufgabe ist die Aktivierung von fir das gleiche Antigen spezifischen B-Zellen, die
deren Ausdifferenzierung zu Plasmazellen einleitet, und die Makrophagen-Aktivie-
rung; daneben kénnen CD4’-T-Zellen auch, wie CD8*-T-Zellen, zytotoxisch aktiv

sein.

Trotz dieses ausgefeilten Systems zur Infektionskontrolle gelingt es Infektions-
erregern immer wieder, die Kontrolle durch das Immunsystem zu unterlaufen.
Besonders interessante Beispiele fiir die Koexistenz von Erreger und Immunsystem

bieten dabei die Herpesviren.
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1.4 Herpesviren

Die Herpesviren gehoren, neben den Pockenviren, zu den gré3ten und komplexe-
sten Viren. Wahrend Papillomviren, um ein Beispiel fur ,kleine* Viren zu nennen, auf
einem Genom von 8000 Basenpaaren lediglich 9 — 10 Gene in dichter Packung
tragen, besteht das Genom von Herpesviren aus 150 000 bis 250 000 Basenpaaren
und codiert fr 100 bis Uber 200 Gene. Dieser Komplexitat entspricht das komplexe
Verhalten dieser Viren bei der Infektion. Typisch fur Herpesviren ist die Beféahigung
zu latenter, nicht virusproduzierender Infektion. Bei dieser ist die virale Genexpres-
sion und damit auch die Méglichkeit der Bekampfung der Infektion durch die zellulare
Immunitat stark reduziert. So kommt es, dall Herpesviren in der Regel eine
lebenslange Infektion etablieren, die oft asymptomatisch bleibt. Als Folge davon
betrdgt bei mindestens 4 der 8 bekannten humanen Herpesviren die Durch-
seuchungsrate der gesunden erwachsenen Bevolkerung jeweils Uber 90%, so beim
Herpes-Simplex-Virus 1, beim Windpockenvirus (Varicella-Zoster-Virus, VZV), beim
humanen Herpesvirus 6, das das Dreitagefieber verursacht, und beim Epstein-Barr-
Virus. Auch die restlichen Herpesviren sind, soweit Daten vorliegen, weit verbreitet.
Aus der latenten Infektion kdnnen Herpesviren zu lytischer, produktiver Infektion
reaktiviert werden. Manche Herpesviren bewirken eine kontinuierliche lytische
Replikation in bestimmten Zellen ihres Zielzellspektrums, wahrend sie in anderen
Zellen latent bleiben und diese als Virusreservoir nutzen (so das Epstein-Barr-Virus);
andere Herpesviren werden sporadisch aus der Latenz reaktiviert, mit entsprechen-
den Symptomen wie den typischen Lippenblaschen beim Herpes-simplex-I-Virus
oder auch symptomlos wie beim Cytomegalovirus.

1.5 Das Epstein-Barr-Virus

Uber 95% der gesundenen Erwachsenen sind mit Epstein-Barr-Virus (EBV) infiziert.
EBV infiziert seinen Trager lebenslang, in der Regel ohne Krankheitssymptome
hervorzurufen. Die Infektion erfolgt durch Speichelkontakt. Auch die Primarinfektion
ist im Kindesalter in der Regel symptomlos. Durch veréanderte Hygienegewohnheiten
in den Industrielandern findet die Primarinfektion aber immer ofter erst im Jugend-
lichen- oder frihen Erwachsenenalter statt. Bei einer solchen verspateten Primarin-

fektion kommt es in bis zu 50% der Falle (Faulkner et al., 2000) zur infektidsen
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Mononukleose (dem ,Pfeifferschen Driusenfieber®), die durch Lymphoproliferation
und allgemeine Entziindungserscheinungen gekennzeichnet ist. Die Symptome
klingen normalerweise innerhalb einiger Wochen vollstandig ab, es gibt aber auch
chronische Verlaufsformen. Beim gesunden Infizierten persistiert das Virus in B-
Zellen des peripheren Blutes. Eine von 10* — 10° B-Zellen ist in diesem Fall latent mit
EBV infiziert. Lytisch repliziert das Virus in Epithelzellen der Rachenschleimhaut.
Daher scheidet ein Infizierter lebenslang infektidses Virus im Speichel aus. Ob beim
ersten Viruskontakt die Infektion des Schleimhautepithels der Besiedlung des B-Zell-
Kompartiments vorausgeht oder umgekehrt, ist nicht klar. In vitro infiziert das Virus
hocheffizient humane B-Zellen, die Infektion von epithelialen Zellen ist méglich, aber
weniger effizient (Imai et al., 1998). Wichtig fir die effiziente Infektion von B-Zellen ist
die Wechselwirkung des Komplementrezeptors 2 (CR2 oder CD21) auf der Zellober-
flache mit dem Glykoprotein gp350 auf dem Virus. Wie aber aus der Infizierbarkeit
CD21-negativer epithelialer Zellen (Yoshiyama et al., 1997) und der Infektiositat
gp350-deletierter Virusmutanten (Janz et al., 2000) zu ersehen ist, sind auf Virus-
wie auf Zellseite alternative, wenngleich ineffektivere Infektionsmechanismen maog-
lich. Auch Monozyten sind in vitro mit EBV infizierbar (Savard et al., 2000). Die prinzi-
pielle Infizierbarkeit von T-Zellen wird insbesondere durch das Vorkommen von EBV-
assoziierten T-Zell-Lymphomen demonstriert.

1.6 EBV-assoziierte Transformation in vivo: Tumorerkrankungen

EBV ist mit verschiedenen Tumorerkrankungen assoziiert und héchstwahrscheinlich
an deren Entstehung beteiligt (Rickinson und Kieff, 1996). EBV-assoziierte Tumorer-
krankungen leiten sich nicht nur von B-Zellen, sondern auch von epithelialen Zellen,
T-Zellen und mdoglicherweise lymphoiden Vorlauferzellen ab. Fiur die jeweilige
Tumorart charakteristisch ist das Muster der Expression latenter EBV-Gene in den
virustragenden Zellen. Zuerst entdeckt wurde EBV in Zellinien aus einem Burkitt-
Lymphom, einem B-Zell-Tumor, der haufigsten Tumorerkrankung bei Kindern in
bestimmten Regionen Afrikas. Die in Afrika endemische Form ist zu 100% mit EBV
assoziiert. Das Burkitt-Lymphom ist das Musterbeispiel fur die sogenannte Latenz |
(Rowe et al., 1992), bei der nur ein einziges EBV-Protein exprimiert wird, namlich
das Epstein-Barr nuclear antigen EBNAL, und zwar durch Betadtigung eines von
mehreren moéglichen Promotoren, des FQp-Promotors.
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Der Epithel-Tropismus von EBV spiegelt sich wieder in seiner 100%-Assoziation mit
niedrig differenzierten Nasopharynxkarzinomen, die insbesondere in Stidchina haufig
sind. Unterschiedlich stark ist die EBV-Assoziation verschiedener Formen des
Morbus Hodgkin, bei dem es sich mdéglicherweise um ein Malignom B-lymphoider
Vorlauferzellen handelt. Seltener sind verschiedene Typen von T-Zell-Lymphomen,
darunter zu 100% EBV-assoziierte Formen. Diesen Tumorformen gemeinsam ist die
EBV-Infektion des Latenztyps I, d.h. mit Expression von EBNA1 (vom FQp-Promo-
tor) und zusatzlich von einem oder beiden der latenten Membranproteine LMP1 und
LMP2.

Immunoblastische Lymphome treten hauptsachlich bei Immunsupprimierten auf,
etwa bei medikamentdser Immunsuppression nach therapeutischer Transplantation
oder in der Spéatphase der AIDS-Erkrankung. Hier liegt EBV in der Latenz Il vor. Das
bedeutet, dall in diesen Zellen samtliche latenten EBV-Proteine, namlich die
nukledren Antigene EBNA1l (diesmal exprimiert von den Cp/Wp-Promotoren),
EBNA2, 3A, 3B, 3C und EBNA-LP und die latenten Membranproteine LMP1 und 2

exprimiert werden.

1.7 Transformation durch EBV in vitro

Diese variantenreiche Assoziation von EBV mit verschiedenen Tumorerkrankungen
hat ihr Gegenstiick in dem Phanomen, dal3 das Virus in vitro mit hoher Effizienz
primare humane B-Zellen infiziert und immortalisiert (Pope et al., 1968). Es entste-
hen unbegrenzt proliferierende B-Zellinien, genannt lymphoblastoide Zellinien
(LCLs), in denen EBV Uberwiegend latent vorliegt. Diese EBV-Transformation ist die
einfachste Mdglichkeit der Herstellung einer permanenten Zellinie aus einem
beliebigen gesunden humanen Spender. Sie ist auBerdem das einfachste in-vitro-
Modell der EBV-Infektion und ein interessantes Modell der zelltypspezifischen Trans-
formation. Daher wurde die Transformation von B-Zellen durch EBV detailliert
untersucht. In LCLs liegt EBV Uberwiegend im Latenzzustand Ill vor, mit Expression
samtlicher latenter Proteine. Man beobachtet allerdings in der Regel, daf} in einem
kleinen Anteil der Zellen einer LCL spontan der lytische Zyklus induziert wird, lytische

Antigene exprimiert werden und daher infektioses Virus produziert wird.
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Aus Untersuchungen mit Virusmutanten weil3 man, daf3 die Mehrzahl der latenten
Proteine fur die B-Zell-immortalisierung durch in-vitro-Infektion mit EBV unentbehrlich
ist, also eine Immortalisierung durch Viren mit Mutationen oder Deletionen in
einzelnen latenten Genen oft nicht mehr erfolgt. Umgekehrt gelang es, zu zeigen,
dall ein DNA-Konstrukt aus Teilbereichen des EBV-Genoms, das weniger als die
Halfte der Basensequenz umfaf3t und im wesentlichen samtliche latente Gene
enthalt, zur Immortalisierung von B-Zellen ausreicht (Kempkes et al., 1995). Dieses
Konstrukt wird mini-EBV genannt, die immortalisierte Zellinie mini-LCL. Weiter unten

wird naheres dazu erlautert.

1.8 Immunitat gegenuber EBV

Die uUberschiel3ende Expansion reaktiver T-Zellen bei der EBV-Primérinfektion
jenseits des Kindesalters, die fur die Symptome der infektiossen Mononukleose haupt-
verantwortlich ist, illustriert die starke Immunogenitat von EBV fir das zellulare
Immunsystem. Seit der Entwicklung von Techniken, die die Reaktivierung und Ex-
pansion von T-Zellen in Interleukin-2-konditioniertem Kulturmedium bei gleichzeitiger
Bereitstellung eines geeigneten Antigen-Stimulus ermdglichen (Gillis et al., 1978),
wird die T-Zell-lmmunitat gegentuber EBV eingehend in vitro untersucht. Das wird
dadurch in besonderem Mal erleichtert, daf3 fir EBV als antigenpréasentierende Zelle
die autologe LCL zur Verfugung steht. Sie ist zur Verwendung als antigenprésentie-
rende Zelle zur T-Zell-Stimulation aus zwei Grinden gut geeignet. Zum einen
exprimieren LCLs mehrere wichtige EBV-Antigene. Zum anderen fuhrt die EBV-
Infektion zu LCL-Zellen mit einem aktivierten B-Zell-Phanotyp, der nicht nur durch
das entsprechende Proliferationsverhalten, sondern auch durch verstarkte Expres-
sion von Klasse | und II, T-zell-kostimulatorischen und Zelladhasionsmolekilen sowie

die Sekretion verschiedener Zytokine gekennzeichnet ist.

Es Uberrascht daher nicht, da’ die in-vitro-Stimulation von peripheren Blutzellen
gesunder viruspositiver Spender durch autologe LCLs als antigenprasentierende
Zellen zu einer massiven Reaktivierung und Expansion EBV-spezifischer, HLA-
restringierter cytotoxischer T-Zellen fuhrt (Rickinson et al., 1981). Dominante Zielanti-
gene dieser lberwiegend aus CD8'-T-Zellen bestehenden cytotoxischen Antwort
sind insbesondere die Proteine EBNA3A, 3B und 3C, aber auch in geringerem Maf3
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die anderen in LCLs exprimierten EBV-Proteine mit der Ausnahme von EBNA-LP.
Inzwischen wurden (iber 50 CD8"-T-Zell-Epitope der latenten EBV-Proteine identi-
fiziert (Khanna und Burrows, 2000). EBNAL stellt einen interessanten Sonderfall dar:
obwohl ein EBNA1-spezifisches CD8"-T-Zell-Gedachtnis bei viruspositiven Spendern
deutlich ausgepragt und durch LCL-Stimulation gut reaktivierbar sein kann (Blake et
al., 2000; Blake et al., 1997), kénnen diese T-Zellen keine EBNAl-exprimierenden
Zellen erkennen und angreifen. Eine Strukturkomponente von EBNAL, die Glycin-
Alanin-Repeats, verhindern seine proteasomale Prozessierung und damit die Pra-
sentation von Epitopen aus endogen exprimiertem EBNAL1 auf HLA-Klasse-I-Mole-
kilen (Levitskaya et al., 1997; Sharipo et al., 1998). Exogenes, also etwa mit Material
aus abgestorbenen Nachbarzellen der LCL-Kultur endozytotisch aufgenommenes
EBNAL1 wird dagegen effektiv prozessiert und prasentiert. Da EBNAL das einzige
EBV-Protein ist, das fur alle Formen der latenten Infektion unentbehrlich zu sein
scheint, liegt hier ein Mechanismus vor, durch den EBV sich gezielt einer zytotoxi-

schen Immunantwort gegentber Latenz-I/ll-infizierten Zellen entzieht.

Auch die Expression eines viralen Homologs des Zytokins Interleukin-10 wird oft als
Strategie des EBV interpretiert, sich einer antiviralen Immunantwort zu entziehen.
Das virale Interleukin-10 wird exprimiert vom Leserahmen BCRF1 und ist exprimiert
in Zellen des lytischen Zyklus, aber auch in der Friihphase der B-Zell-Infektion durch
EBV. Die Expression von vIL-10 scheint notwendig fir den in vitro darauf folgenden
Immortalisierungsprozel3 zu sein (Miyazaki et al., 1993). Die Expression eines fur die
HLA-Klasse-I-restringierte Antigenexpression wesentlichen Transporters, TAP1, wird
durch vIL-10 in dieser Phase stark verringert (Zeidler et al., 1997). Nach
abgelaufener Immortalisierung, also bei etablierten LCLs, wird statt des viralen viL-
10 das zellulare Homolog (clL-10) exprimiert. IL-10 gilt als antiinflammatorisches
Zytokin; durch Wirkung auf APC kann es die T-Zell-Proliferation indirekt negativ
beeinflussen (de Waal Malefyt et al., 1991; Steinbrink et al., 1999), dagegen wird die
Proliferation aktivierter CD8*-T-Zellen direkt positiv beeinflult (Groux et al., 1998). In
einem Tumormodell der Maus wiederum wirkt vIL-10 immunsuppressiv, clL-10
dagegen immunstimulatorisch (Berman et al., 1996). Immunsuppression als biologi-
scher Sinn des viralen IL-10 im Rahmen der EBV-Infektion bleibt daher vorerst eine
Hypothese. Die Expression des zellularen IL-10 verhindert letztlich jedenfalls nicht,
daR LCLs einen stark T-zell-stimulatorischen Phanotyp auspragen.
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Die Dimension der zellularen Immunantwort gegenuber lytischen Proteinen des EBV
(die von den latent infizierten Zellen innerhalb einer LCL, also der Mehrheit ihrer
Zellen, nicht exprimiert werden) wurde ebenfalls vergleichsweise spét erkannt. Inzwi-
schen ist klar, daf’ sie nicht nur bei der priméaren T-Zell-Aktivierung bei der infektio-
sen Mononukleose eine grof3e Rolle spielt (Callan et al., 1998), bei der eine Vielzahl
frher und spéter lytischer Proteine die Zielantigene sind. Auch bei latent infizierten
Personen kann das fir lytische EBV-Proteine spezifische T-Zell-Gedachtnis dhnlich
stark ausgepragt sein wie dasjenige fur latente Proteine, wie am Beispiel von
Epitopen aus den frihen lytischen EBV-Proteinen BMLF1 und BZLF1 gezeigt wurde
(Tan et al., 1999). Interessanterweise lassen sich durch Stimulation mit der autolo-
gen LCL auch recht effizient T-Zellen reaktivieren, die fur lytische EBV-Antigene spe-
zifisch sind (Ibisch et al., 2000; Steven et al., 1997). Offenbar genulgt dazu der gerin-
ge Anteil an lytisch infizierten Zellen innerhalb der LCL.

Bevor auf die dieser Arbeit zugrundeliegenden Vektoren auf der Basis des EBV na-
her eingegangen wird, wird noch ein weiteres fur diese Arbeit wichtiges humanes

Herpesvirus vorgestellt: das Cytomegalovirus.

1.9 Das humane Cytomegalovirus

Wie das Epstein-Barr-Virus ist das humane Cytomegalovirus (CMV) eines der huma-
nen Herpesviren, die ihr lebenslanges Verweilen im menschlichen Kérper und eine
hohe Durchseuchungsrate durch Etablierung einer symptomlosen latenten Infektion
bewerkstelligen. Auch bei CMV kann die latente Infektion selbst durch massive Ge-
genmalinahmen des zellularen Immunsystems nicht unterbunden werden. Die Anga-
ben Uber das Alter des Infektionserwerbs (0.2 — 2% in utero, 8 — 60% in den ersten 6
Lebensmonaten, 40 — 80% vor der Pubertat) und der Anteil der infizierten Erwachse-
nen (50 — nahe 100%) variieren stark je nach Land und sozialer Gruppenzugehdrig-
keit. Bei gesunden Blutspendern am Minchener Klinikum Gro3hadern (Altersschwer-
punkt 20 — 40 Jahre) betragt der Anteil CMV-Seropositiver etwa 50% (G. Wittmann,
personl. Mitteilung). Infektidses Virus wird in Speichel, Muttermilch und verschiedene
Korperflissigkeiten ausgeschieden. Wahrscheinlich ist flr die horizontale Infektion
enger Kontakt erforderlich. Nach Primarinfektion ist man jahrelang Virusausscheider.
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Spater wird das Virus aus der latenten Infektion gelegentlich symptomlos reaktiviert,

verbunden mit zeitweiliger Virusausscheidung.

Beim Gesunden bleibt die Infektion normalerweise symptomlos. In selteneren Féllen
verursacht die Primarinfektion bei Erwachsenen ein Syndrom mit den gleichen
Symptomen wie die EBV-assoziierte infektiocse Mononukleose. Von groRer Bedeu-
tung ist die kongenitale CMV-Infektion, die geschatzt bei etwa 10% der intrauterin
Infizierten zu Schaden des zentralen Nervensystems fihrt. Damit kdnnte CMV die
haufigste Ursache fur neuronale Entwicklungsstorungen bei Kindern sein (Fowler et
al.,, 1992). Am haufigsten sind Gehdrschaden. Bei einer Priméarinfektion der Mutter
mit CMV wahrend der Schwangerschaft ist das Risiko der Ansteckung des Ungebo-
renen hoch und liegt bei 35 — 50% (Stagno et al., 1986).

Ein bedeutendes klinisches Problem ist CMV nach wie vor bei Patienten mit
Immunsuppression, sei sie medikamentds herbeigefuhrt wie nach einer Organ- oder
Blutstammzelltransplantation oder bedingt durch das erworbene Immundefizienz-
syndrom, AIDS. Die CMV-Infektion beféllt und schadigt dabei verschiedene Organe
wie die Lunge, den Magen-Darm-Trakt und die Leber. Bei Stammzelltransplantation
besonders haufig ist eine interstitielle Pneumonie. Bei AIDS-Patienten ist oft auch
das zentrale Nervensystem betroffen (Retinitis, Enzephalitis). Die klinisch apparente
CMV-Infektion kann durch Virostatika wie Ganciclovir und Foscarnet unter Kontrolle
gehalten werden. Ihre Nebenwirkungen (Leukopenie und Thrombopenie bei Gan-
cyclovir, Nierentoxizitat bei Foscarnet) setzen ihrem Einsatz aber Grenzen, und trotz
routinemafiger Gancyclovir-Anwendung bleibt CMV ein Risikofaktor, der die Mortali-
tat nach Transplantation erhdht, sei es wegen nicht therapierbarer Infektionsfolgen
oder wegen der Nebenwirkungen der antiviralen Therapie (Broers et al., 2000).

Als zellulare Orte der latenten Infektion bei Gesunden wurden Monozyten, Makro-
phagen, Neutrophile und ihre Vorlauferzellen beschrieben. Durch Zugabe inflamma-
torischer Zytokine, allogene Stimulation oder fibroblastenkonditioniertes Medium
kann das Virus in diesen Zellen in vitro reaktiviert, also die lytische Virusproduktion
provoziert werden (Hahn et al., 1998; Soderberg-Naucler et al., 1997). Bei klinisch
apparenter CMV-Infektion befallt das Virus weitere Zelltypen, darunter besonders
epitheliale Zellen der Nieren, des Magen/Darm-Trakts, der Lunge sowie Endothel-
zellen, glatte Muskelzellen und Hepatozyten. Wahrend die Infektion von Fibroblasten
in vivo seltener beobachtet wird, stellen Fibroblasten paradoxerweise die am besten
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geeignete Zielzelle einer lytischen CMV-Infektion in vitro dar. Die in-vitro-Infektion
von Fibroblasten durch CMV-haltige Korperflissigkeiten wird daher als diagnostische
Nachweismethode fir Virusausscheidung (Viramie) verwendet, und die Passage
Uber Fibroblasten ist die klassische Methode zur Kultivierung und Propagierung von
CMV.

1.10 Immunitat gegenuber CMV

CMV induziert wie andere Herpesviren, insbesondere EBV, eine massive Abwehr-
reaktion des zellularen und humoralen Immunsystems. Das wird etwa dadurch ver-
anschaulicht, dalR bei gesunden Seropositiven mehrere Prozent der CD8"-T-Zellen
des Patienten spezifisch fur ein einziges CMV-Epitop sein kdnnen (Gillespie et al.,
2000; Kern et al., 1999). Die grolRe Bedeutung einer standigen intakten Immun-
kontrolle wird durch die Inzidenz und Schwere von CMV-Komplikationen bei Immun-
supprimierten deutlich, die durch ein bei Gesunden im allgemeinen harmloses Virus
verursacht werden. Wie EBV infiziert CMV Blutzellen mit ausgepragter Antigenpréa-
sentationsfunktion, in diesem Fall Monozyten und Makrophagen, was ein Grund fur
die starke Immunogenitat des Virus und die Evolution mehrerer immunevasiver Stra-
tegien (Loenen et al.,, 2001) durch das Virus sein kbnnte. Mindestens vier virale
Proteine (US2, 3, 6 und 11) interferieren mit der HLA-restringierten Antigenprésenta-
tion durch Inhibition von TAP-Peptidtransportern, Dislokation und Abbau von HLA-
Molekilen. Durch Stabilisierung der Expression des nichtklassischen MHC-Molekiils
HLA-E durch das virale UL40 sowie durch Expression des viralen HLA-Analogs UL18
wird auch die natural-killer-vermittelte Virusabwehr beeintrachtigt. Zusétzlich kodiert
CMV fur mehrere Chemokinrezeptor- und Cytokin-Analoga.

Diese ganzen Vorkehrungen verhindern aber nicht die Etablierung eines ausge-
pragten T-Zell-Gedachtnisses gegenuber CMV (Reddehase, 2000). Eine besonders
starke cytotoxische CD8"-T-Zellantwort richtet sich bei der Mehrzahl der CMV-Sero-
positiven gegen die viralen Antigene pp65 und IE1 (Gyulai et al., 2000; Kern et al.,
1999). Das Glykoprotein pp65 ist eine Hauptkomponente des viralen Teguments und
ist daher, schon vor dem Beginn der viralen Genexpression, als Protein in der neu
infizierten Zelle vorhanden. Daher kann pp65 unmittelbar nach Infektion prozessiert
und durch HLA Klasse | prasentiert werden (Riddell et al., 1991). Die Generierung
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pp65-spezifischer T-Zellen in vitro wurde dadurch erleichtert, dal pp65 im Standard-
CMV-Kultivierungssystem, d. h. von lytisch infizierten humanen Fibroblasten, beson-
ders stark exprimiert wird. Die Bedeutung weiterer CMV-CD8"-T-Zell-Antigene, ins-
besondere IE1, wurde vielleicht deshalb unterschétzt, weil méglicherweise im Fibro-
blastensystem das pp65-Protein die Prozessierung oder Prasentation anderer Anti-
gene selektiv blockiert (Gilbert et al., 1996). Inzwischen ist klar, dal3 pp65 und IE1
mehrere immundominante Epitope aufweisen, gegen die bei der Mehrzahl der Infi-
zierten des passenden HLA-Typs spezifische Gedéachtnis-T-Zellen gefunden werden.
Spezifische tetramere HLA-Klasse-l/Peptid-Komplexe (,Tetramere”) haben den
Nachweis und die Quantifizierung solcher T-Zellen stark vereinfacht (Gillespie et al.,
2000; Singhal et al., 2000).

1.11 Antivirale Therapie mit spezifischen T-Zellen

Die starke antivirale zytotoxische T-Zell-Immunitat gegen EBV und CMV sowie die
jeweilige Existenz eines in-vitro-Kultivierungssystems haben ermdéglicht, dal3 eine
Prophylaxe oder Therapie von virusbedingten Syndromen durch Verabreichung von
virusspezifischen T-Zellen bereits fur beide Viren Kklinisch erprobt wurde. Wie
beschrieben, werden beide Viren, obwohl sie im Gesunden normalerweise apatho-
gen sind, zum gravierenden Problem nach der therapeutisch herbeigefuhrten funda-
mentalen Immunsuppression im Kontext der allogenen hamatopoetischen Stamm-
zelltransplantation, aber auch nach Transplantation solider Organe. Mehrere Klini-
sche Zentren praktizierten und praktizieren bereits die prophylaktische oder thera-
peutische Gabe EBV-spezifischer T-Zellen, so Gruppen in Memphis (Heslop et al.,
1996; Rooney et al., 1995; Rooney et al., 1998), Edinburgh (Haque et al., 1998;
Haque et al., 2001), Stockholm (Gustafsson et al., 2000) und Brisbane (Khanna et
al., 1999), meist erfolgreich und ohne gravierende Nebenwirkungen. In allen Féllen
handelt es sich um polyklonale T-Zellinien, die durch Restimulation mit der LCL des
T-Zell-Spenders generiert wurden. Die besonderen biologischen Eigenschaften von
EBV und von LCLs begiinstigen ein solches Vorgehen.

Das klassische Kultivierungssystem fir CMV dagegen, lytisch infizierte Fibroblasten
(Borysiewicz et al., 1983), eignet sich zwar prinzipiell zur Generierung virusspezifi-

scher T-Zellen in vitro, weist aber im Vergleich zu EBV mit LCLs als antigenprasen-
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tierenden Zellen Nachteile auf. Bei Fibroblasten handelt es sich nicht um profes-
sionelle antigenprasentierende Zellen. Sie exprimieren nur begrenzt HLA Klasse |,
dagegen werden Klasse-lI-Molekile und Zelladhasionsmolekile nur nach IFN-g
Behandlung in gewissem Mal3 exprimiert. Auerdem ist die Verwendung von auto-
logen oder allogenen frischen peripheren Blutzellen bei der Restimulation der T-
Zellen notig, die als feeder parakrine Stimuli liefern und eventuell als akzessorische
antigenprasentierende Zellen fungieren. Im Resultat entstehen zytotoxische T-Zell-
populationen, bei denen der geringe Anteil an virusspezifischen T-Zellen vor dem
klinischen Einsatz eine Klonierung der T-Zellen und anschlielRende Expansion durch
nicht antigenspezifische Stimulation nétig macht. Mit dieser Methode wurden die
Pionierarbeiten auf dem Gebiet des adoptiven Transfers mit virusspezifischen T-
Zellen geleistet (Riddell et al., 1992; Walter et al., 1995), bei denen 14 Stammzell-
transplantations-Patienten prophylaktisch CMV-spezifische T-Zellen erhielten und frei
von CMV-assoziierten Krankheitsbildern blieben. Wohl wegen des besonders hohen
Aufwandes dieser Methode ist sie fir den klinischen Einsatz von anderen nicht
aufgegriffen worden.

Stattdessen werden zur Zeit Systeme entwickelt, die durch Verwendung von Zellen
mit professionell antigenprasentierender Funktion und von definierten Proteinantige-
nen oder Peptidepitopen bessere Spezifitdt und Effektivitat bei der Generierung
CMV-spezifischer T-Zellen erzielen sollen. Als antigenpréasentierende Zellen werden
insbesondere dendritische Zellen vorgeschlagen (Kleihauer et al., 2001; Peggs et al.,
2001; Szmania et al., 2001). Eine andere zum klinischen Einsatz vorgesehene Met-
hode verwendet als antigenprasentierende Zellen EBV-immortalisierte LCLS, in
denen durch retrovirale Vektoren das CMV-Antigen pp65 zur Expression gebracht
wird (Sun et al., 2000; Sun et al., 1999b). In allen diesen Féllen sind noch keine Klini-
schen Ergebnisse bekannt.

1.12 mini-EBV-Plasmide und EBV-Vektoren

Die besondere Effizienz und Spezifitdt der Infektion von B-Zellen mit EBV und die
dadurch bewirkte Immortalisation in vitro sind Eigenschaften, die die Entwicklung von
EBV-Vektoren hochinteressant machen. Ein erster synthetischer, B-Zell-immortalisie-
render EBV-Vektor wurde durch Zusammenbau aus subgenomischen EBV-Frag-
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menten realisiert: das mini-EBV (Kempkes et al., 1995). Abbildung 1 gibt einen
Uberblick uber den Aufbau des EBV und des grundlegenden mini-EBV-Konstrukts
mit der Codebezeichnung 1478.A. Das mini-EBV ist ein in E.coli propagierbares und
modifizierbares Plasmid. Es wurde konsekutiv aus sieben Plasmidkonstrukten mit
teilweise Uberlappenden Fragmenten des EBV-Genoms aufgebaut, deren Lage in
der EBV-Genomkarte angedeutet ist. Die Konstruktion erfolgte in E.coli mit der ,chro-
mosomal building“-Technik (O'Connor et al., 1989), die mit homologer Rekombina-
tion funktioniert und den Um- und Aufbau von Plasmiden ermdglicht, deren Grof3e
die Verwendung herkdmmlicher gentechnologischer Methoden problematisch macht.
Dieses mini-EBV umfal3t samtliche fir die latenten Proteine codierenden Sequenzen
des EBV-Genoms sowie die regulatorischen Elemente, die fir latente und lytische
Replikation (oriP, oriLyt) sowie Verpackung in Viruspartikel (TR) nétig sind; es enthalt
41% der Sequenz des EBV-Stamms B95.8.

Nachdem die Fahigkeit des mini-EBV zur Immortalisierung von B-Zellen gezeigt wor-
den war, wurde am Beispiel des humanen Tumorantigens Mucin (MUC-1) erstmals
untersucht, ob sich mini-EBVs als multifunktionelle Vektoren eignen, die nicht nur die
Immortalisierung, sondern auch die Expression eines heterologen Antigens in den
immortalisierten Zellen vermitteln kdnnen. In dieser Absicht wurde ein Mucin-mini-
EBV konstruiert, mit dem die Herstellung konstitutiv Mucin exprimierender mini-LCLs
gelang (Kilger et al., 1999). Die Immortalisierung von B-Zellen durch das mini-EBV
wurde zunéchst durch Transfektion mit der Plasmid-DNA bewerkstelligt, ein fir den
Routineeinsatz aufwendiges Verfahren, da B-Zellen notorisch schwer zu transfizieren
sind. Eine Vereinfachung war die Benutzung des immortalisierungs-inkompetenten
EBV-Stamms HH514 als Helfervirus und der gleichnamigen Zellinie als Ver-
packungszellinie (Kilger et al., 1999). Es erwies sich, da? mini-EBV-DNA von der
Zellinie HH514 effizient in infektiose Partikel verpackt werden konnte. Gleichzeitig
wurden allerdings, wie zu erwarten, infektiocse HH514-Viren produziert, und es fand
in gewissem, variablem Umfang Koinfektion von B-Zellen mit mini-EBV und HH514
statt. Das machte jeweils die individuelle Analyse einer Anzahl immortalisierter Klone
zur Auffindung eines helfervirusfreien Klons notwendig. Auch wegen der prinzipiellen
Mdglichkeit der homologen Rekombination zwischen mini-EBV und HH514 in doppelt
infizierten Klonen wahrend der EBV-typischen Immortalisationszeit von mindestens 3
bis 4 Wochen erschien die Weiterentwicklung der Methode im Sinne eines ,virus-
freien" Systems attraktiv.
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Abbildung 1-1. Das Genom des EBV-Stamms B95.8 (oben) und das mini-EBV-Plasmid
1478.A (unten). Die Nomenklatur der Elemente des EBV-Genoms baut auf der hier wieder-
gegebenen Bezeichnung fir die bei BamHI-Hydrolyse entstehenden Fragmente auf (Einzel-
buchstaben in der EBV-Karte). Exemplarisch dargestellt sind die Leserahmen (Kasten in
grau) und Primartranskripte (gestrichelte Linien) der latenten Gene des EBV und ins mini-
EBV Ubernommene regulatorische Elemente (Kasten in weifl3). Um die EBV-Genomkarte her-
um sind die subgenomischen Fragmente gezeigt (mit Codenummern bezeichnet), aus denen

das mini-EBV durch ,chromosomal building* konstruiert wurde (Kempkes et al., 1995).
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Dieses Ziel wurde durch die Herstellung einer EBV-Verpackungszellinie erster Gene-
ration erreicht (Delecluse et al., 1998). Die Voraussetzungen daflr wurden durch die
Klonierung des gesamten EBV-Genoms in E.coli geschaffen, was die beliebige ge-
zZielte Modifikation des EBV-Genoms erstmals moglich machte. Durch Elimination der
terminal repeats (TR), die als Signal in cis fur die Verpackung des EBV-Genoms
unentbehrlich sind, wurde nun ein unverpackbares EBV-Genom hergestellt, und
durch stabile Transfektion der Standard-Zellinie HEK293 mit dem TR™-EBV-Genom
entstand eine Verpackungszellinie fir EBV-Vektoren, TR™2/293. In dieser Zellinie
kann durch Transfektion eines Expressionsplasmids fur einen viralen Induktor, das
Protein BZLF1, der lytische Zyklus induziert werden. Kotransfizierte mini-EBV-DNA
wird daraufhin von der Zellinie in infektiése Virionen verpackt, die effizient humane B-

Zellen infizieren und virusfrei immortalisieren (Delecluse et al., 1999).

Verschiedene Aspekte machen also aus dem mini-EBV einen attraktiven, neuartigen
Vektor:

- in Form von EBV-ahnlichen Partikeln, die durch die Verpackungszellinie

dargestellt werden, infiziert es selektiv und effizient primare humane B-Zellen,
- es induziert die unbegrenzte Proliferation dieser B-Zellen,

- es induziert einen aktivierten B-Zell-Phanotyp, der die infizierten Zellen zu

guten antigenprasentierenden Zellen machen sollte,

- das mini-EBV repliziert als episomales Plasmid, integriert nicht und interferiert

daher nicht mit zellularen Funktionen auf Genomebene,

- die immortalisierten Zellen enthalten kein lytisch replikationsfahiges Virus, sind

also ,virusfrei”,

- ein um eine Expressionskassette fur ein heterologes Antigen erweitertes mini-

EBV kann dieses in den mini-LCLs zur konstitutiven Expression bringen.
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1.13 Schluf3folgerung und Zielsetzung

Ein mini-EBV-Vektor sollte sich also dazu eignen, in einem Schritt eine immortale
Zellinie herzustellen, die zum einen gute generelle antigenprasentierende Funktion
hat und zum anderen ein beliebiges interessierendes Antigen konstitutiv exprimiert,
prozessiert und HLA-restringiert prasentiert. Eine solche Zellinie kénnte wiederum
ein effektives Werkzeug zur Stimulation einer spezifischen T-Zell-Antwort gegen

dieses Antigen sein.

Die vorliegende Arbeit macht sich die Realisierung dieses Gedankens zum Ziel. Sie
mochte, insbesondere am Modell des immundominanten HLA-restringierten CMV-
Antigens pp65, den Weg von der Konstruktion des Vektors Uber die Herstellung der
antigenprasentierenden mini-LCLs bis hin zur in vitro-Reaktivierung und Expansion
antigenspezifischer CD8"-T-Zellen und ihrer detaillierten phanotypischen und funktio-
nellen Analyse darstellen. Sie untersucht, ob sich mit Hilfe von pp65mini-LCLs T-
Zellen gewinnen lassen, die pp65-spezifisch, zytotoxisch aktiv und in hinreichender
Zahl erhaltlich sind, um sie Klinisch in adoptiven Immuntherapieprotokollen anzu-

wenden.
Dazu waren folgende Aufgaben zu lésen:
- Konstruktion eines pp65-mini-EBV.

- Generierung von pp65mini-LCLs. Nachweis der Expression des Antigens
pp65. Nachweis der Virusfreiheit.

- Generierung von polyklonalen T-Zellinien verschiedener CMV-positiver und
CMV-negativer Spender durch Stimulation mit der pp65mini-LCL.

- Analyse der zytotoxischen Aktivitat der polyklonalen T-Zellinien. Analyse der
Spezifitat fur pp65 und fur EBV-Antigene. Analyse der Epitopspezifitat fur
pp65- und EBV-Epitope mittels HLA/Peptid-Tetrameren.

Die Ergebnisse werden diskutiert im Vergleich mit anderen vorgeschlagenen oder
bereits klinisch erprobten Mdglichkeiten der adoptiven Therapie mit spezifischen T-
Zellen.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Bakterienstamme

Stamm Genotyp

E. coli DH5a F-, F80dlacZzDM15, D(lacZYA-argF), U169, deoR, recAl, endAl,
hsdR17(rk”, mk™), supE44, | -, thi-1, gyrA96, relAl

E. coli DH10B F-, mcrA, D (mrr-hsdRMS-mcrBC), F 80dlacZ M15, DiacX74,
deoR, recAl, endAl, araD139, D (ara, leu)7697, galU, galK, | -,
rpsL, nupG

E. coli CBTS leu(am), trp(am), lacZ2210(am), galK(am), galE?, sueC, rpsL,
supD43,74, sueB, metB1, RecA99(am)

E. coli CBTS wurde freundlicherweise von M. O’Connor zur Verfliigung gestellt.

2.1.2 Zellinien

Name Art Verwendung

B95.8 Krallenaffe, lymphoid, Produktion von EBV B95.8
latent/lytisch EBV-infiziert

K562 human, Leuk&mie NK-Zell-Target

BSC-40 Meerkatze, epithelial Vaccinia-Propagierung

Wi 38 human, embryonal, Lfeeder" fur B-Zell-
Lungenfibroblast Immortalisierung

MRC-5 human, embryonal, CMV-Propagierung

Lungenfibroblast
293/TR™ Adenovirus-immortalisierte mini-EBV-Verpackung
Nierenzelle 293, mit ,terminal

repeat“-deletiertem EBV
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Zellinien wurden Uber die ATCC (American Type Culture Collection, Manassas,
Virginia, USA) oder die ECACC (European Collection of Animal Cell Cultures,
Salisbury, Grol3britannien) bezogen. 293/TR™ (Delecluse et al., 1999) wurden freund-
licherweise von H.-J. Delecluse, Minchen/Birmingham zur Verfiigung gestellt.

Zusatzlich wurden verwendet:

1. primare humane Fibroblastenzellinien aus Oberhautbiopsien von freiwilligen Spen-
dern; die Charakteristika dieser Spender sind weiter unten beschrieben.

2. im Rahmen dieser Arbeit hergestellte mini-LCLs und LCLs aus primaren B-
Lymphozyten verschiedener Spender; diese Zellinien und Spender werden weiter

unten beschrieben.

2.1.3 Viren

EBV B95.8 EBV-Laborstamm

CMV AD169 CMV-Laborstamm, fibroblastenadaptiert

vVpp65 rekombinantes Vacciniavirus (WR, Western Reserve) mit pp65-
Expressionskassette

WTR™ rekombinantes Vacciniavirus (WR, Western Reserve) ohne

Expressionskassette

Viren wurden tiber die ATCC bezogen. Fur die freundliche Uberlassung von vvpp65
Dank an N. Blake, Birmingham; fiir die freundliche Uberlassung von vwTR™ Dank an
A. B. Rickinson, Birmingham.

2.1.4 Plasmide

Fir diese Arbeit wurden verwendet:

pSG-5 eukar. Expressionsplasmid mit SV40-Promotor (Stratagene)
p509 BZLF1-Expressionsplasmid
pl242.1 tet-shuttle zur Modifikation von EBV-Vektoren

pl478A (pV) Mini-EBV (Kilger et al, 1999)
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pl736 (pM) Mini-EBV mit MUC-1-Expressionskassette (Kilger et al, 1999)
pDCM111 Resolvase-Expressionsplasmid

Im Rahmen dieser Arbeit wurden konstruiert und verwendet:

pT, tet-shuttle (1242.1 mit SV40-Promotor-Kassette)

pE mini-EBV mit EpCAM-Expressionskassette

pP (pp65-mini-EBV) mini-EBV mit pp65-Expressionskassette

pV61,66,67 mini-EBV mit Expressionskassette fur die Gene L1, E6, E7 des
humanen Papillomvirus HPV-6

pVv111,116,117 mini-EBV mit Expressionskassette fur die Gene L1, E6, E7 des

humanen Papillomvirus HPV-11

Alle mini-EBV-Plasmide mit Ausnahme von pE wurden konstruiert durch (1.) Einbau
der codierenden genomischen Sequenz in einen Transfer-Vektor (tet-shuttle) mit
SV40-Promotor-Expressionskassette (pT2), (2.) Vereinigung der Gesamtsequenz
des Transfervektors mit der des mini-EBV 1478.A durch homologe Rekombination
(das Produkt wird als Kointegrat bezeichnet) und (3.) Entfernung der nicht bendtigten
Teilsequenzen des Transfervektors aus dem Kointegrat durch site-directed
recombination, dabei entsteht das fertige mini-EBV.

2.1.5 Antikorper

Fir FACS-Analysen wurden monoklonale Antikbrper gegen die Blutzell-
Differenzierungsantigene CD3, CD4, CD8, CD11a/CD18, CD16, CD54, CD56, CD58,
CD80 und CD86 sowie MHC | und Il von Immunotech (Marseille), Dako (Hamburg)
und Pharmingen/Becton-Dickinson (Heidelberg) bezogen. Der pp65-spezifische Anti-
korper 981 wurde von Biodesign (Saco, Maine), fur den pp65-Antikdrper 65-33 Dank
an B. Plachter (Mainz). Diese beiden Antikdrper wurden fur intrazellulare FACS-

Analysen und western blots verwendet.
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2.1.6 HLA/Peptid-Tetramere

Tetramere HLA/Peptid-Komplexe wurden von N. Khan, D. Croom-Carter, N. Blake
und A. Hislop (alle vom CRC Institute for Cancer Studies, Birmingham) nach publi-
zierten Methoden (Altman et al., 1996; Callan et al., 1998) hergestellt und freundli-

cherweise zur Verfigung gestellt.

2.1.7 Sonstige Reagenzien

Agarose
Anorganische Salze, Sauren, Basen
Antibiotika (Tetracyclin,
Ampicillin, Chloramphenicol)
Bakterienmedienkomponenten
(Trypton, Hefeextrakt)
BATDA-Ligand, Europium-L&sung
Céasiumchlorid
Cyclosporin A
DNA-modifizierende Enzyme
b-Estradiol
Ethidiumbromid
Fotales Kalberserum

Glycerol (Transformation)
Hygromycin B

Interferon-g, human rekombinant
Interferon-g-Secretion-Assay
Interleukin-2, nativ, gereinigt
Organische Lésungsmittel, Alkohole
PBS-Tabletten

Plasmidpraparation (,Minipraps®)
Plasmidpraparation (,Maxipraps"“)
Restriktionsenzyme

Tag-Polymerase, PCR-Reagenzien

Boehringer Mannheim/Roche
Merck
Sigma, Roche

Gibco

Wallac

Sigma C-4036

Sigma C-1832

Fermentas, Roche, New England Biolabs
Sigma E-2758

Merck

Seromed/Biochrom,

Chargen 569U und 611A

Sigma G-5150

Calbiochem

Boehringer Mannheim/Roche

Miltenyi

Boehringer Mannheim/Roche

Merck

Gibco

~Qiaprep Spin“, Qiagen

»~Jetstar, Genomed

Fermentas, Roche, New England Biolabs

Fermentas



MATERIAL UND METHODEN

Transfektionsreagenz

Trypsin

Zellkulturmedien und Zusatze
Zytokine

2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Einmalpipetten
Elektroporationskivetten
Membranen fur Western-Blot
Pipettenspitzen

Roéhrchen, steril, Zellkultur
Sterilfilter
TiefkuhlgefaRe/Kryoréhrchen
Zellkultur-Multiwell-Platten
Zellkulturflaschen und -schalen
ZentrifugengefalRe 1,5ml/2ml

2.1.9 Gerate

DurchfluBzytometer

Elektroporator

22

.Fugene”, Roche
Seromed/Biochrom
Seromed/Biochrom
Boehringer Mannheim/Roche

Costar, Falcon

PeglLab

~iImmobilon P, Millipore
Gilson

Greiner

Millipore

Nunc

Falcon

Nunc, Falcon
Eppendorf

,FACSCalibur”, Becton-Dickinson;
~Epics”, Coulter
,Gene Pulser”, Biorad

Fluorimeter fur zeitaufgeloste Messungen Wallac Multilabel Counter

Gelelektrophorese-Dokumentation
Gelelektrophorese-Kammern
Gelelektrophorese-Netzgerate
Glasgerate

Inkubator fir Zellkultur, CO,-begast
Mikroskop, Phasenkontrast-/UV-
PCR-Maschine

Pipetten, Mikroliter-
Schuttelinkubatoren
Sicherheitswerkbank Klasse I

Cybertech CS1
Stratagene
Bio-Rad, Consort
Schott

Heraeus

Zeiss

Biometra UNO
Gilson
.certomat”, Braun

Heraeus
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Stickstoff-Tiefkuihllagereinrichtung Messer

Szintillationszahler »TopCount”, Packard
Thermomixer Eppendorf

Ultrazentrifugen Beckman, Kontron
UV-Mikrophotometer »,GeneQuant Pro“, Pharmacia
UV-Transilluminator LKB

Zentrifugen Eppendorf, Hettich, Sorvall

2.1.10 Dienstleistungen

DNA-Sequenzierungen Sequiserve (Dr. Metzger), Vaterstetten
Oligonukleotidsynthese ARK, Darmstadt; Metabion, Martinsried
Peptidsynthese Alta Bioscience, Birmingham

2.2 Arbeiten mit DNA und Proteinen

Grundlegende DNA-Arbeitstechniken wurden gemalfd Standardprotokollen ange-
wandt (Sambrook et al.,, 1989). Dazu gehdrten Phenolextraktion, Ethanolprazipi-
tation, die Konzentrationsbestimmung im Spektralphotometer, die Analyse oder
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen, enzymatische Restriktions-
hydrolysen, die Dephosphorylierung von DNA mit alkalischer Phosphatase, die
Auffullung 3’-rezessiver DNA-Enden mit Klenow-Polymerase, die Ligation freier DNA-
Enden, die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli durch alkalische Lyse und
Affinitdtsmatrix-Reinigung (Plasmidpraparations-Kits von Qiagen und Genomed) oder
durch Céasiumchlorid-Gradientenzentrifugation.

Fur western blot-Analysen wurden Zellysate gemaf Standardprotokollen (Sambrook
et al., 1989) durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt
und durch Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Auf der Membran ge-
bundene Proteine wurden mit Priméarantikdrper (Maus, monoklonal) und Sekundaran-
tikorper (Meerrettichperoxidase-Konjugat, anti-Maus) gefarbt und mit einer Chemo-
lumineszenz-Methode (ECL-System, Amersham) sichtbar gemacht.
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2.3 Arbeiten mit Bakterien

2.3.1 Bakterienkultur

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurde fur Plasmide Ublicher GroRe (bis 15 kbp)
der Laborstamm DH5a des Bakteriums Escherichia coli, fir grol3ere Plasmide alter-
nativ der E. coli-Stamm DH10B verwendet. Zur Neukonstruktion von Plasmiden
durch homologe Rekombination fand der temperatursensitiv recA-positive E. coli-
Stamm CBTS (O'Connor et al., 1989) Verwendung.

Bakterien wurden unmittelbar aus der gefrorenen Stammkultur auf LB-Agarplatten
ausgestrichen. Auf Platten gewachsene Einzelkolonien wurden zur Anzucht von
Flissigkulturen in LB-Medium mit Antibiotikum verwendet. Plasmide tragende Bakte-
rien wurden immer unter Selektionsbedingungen mit dem entsprechenden Antibioti-
kum kultiviert. Zum Anlegen von Stammkulturen wurden bis zur Sattigung gewach-

sene Flussigkulturen mit 7% DMSO versetzt und bei —80°C eingefroren und gelagert.

LB-Medium bestand aus 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt und 0.5% Kochsalz. LB-
Agarplatten enthielten zusatzlich 1,5% Bacto-Agar. Die verwendeten Selektionsanti-
biotika waren Ampicillin (50 pg/ml), Chloramphenicol (30 pg/ml) und Tetracyclin (30
pg/ml) (alle von Sigma).

2.3.2 Transformation von Bakterien

Plasmide wurden durch Elektroporation (Chuang et al., 1995) oder durch Hitze-
schockbehandlung (Inoue et al., 1990) in Bakterien eingebracht.

Zur Vorbereitung der Elektroporation wurden Bakterien bei Raumtemperatur in Flis-
sigkultur in SOB-Medium vermehrt und wahrend der exponentiellen Wachstums-
phase geerntet (OD £ 0,5). Ein Liter Bakterienkultur wurde auf Eis gekuhlt, die Bakte-
rien abzentrifugiert und mehrmals mit kaltem destilliertem Wasser, schlie3lich mit
kaltem 10%igem Glycerol gewaschen, in 2 ml 10%igem Glycerol resuspendiert, in
100-ul-Anteilen aliquotiert, auf Trockeneis eingefroren und bei —80°C gelagert. Fur
die Elektroporation wurden die elektrokompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut, bis
zu einem Mikroliter Plasmid (bis zu 500 ng DNA) oder Ligationsprodukt zugegeben
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und in gekuhlten Kivetten mit 1 mm Spaltbreite unter Benutzung eines Elektropora-
tionsgerates (GenePulser, Bio-Rad) elektroporiert. Ein Kondensator der eingestellten
Kapazitat 25 pF wurde durch Anlegen einer Spannung von 1.25 kV aufgeladen und
Uber die Probe, mit einem in Reihe geschalteten Widerstand von 200 Ohm, entladen.
Eine Entladungszeit von Uber 4, vorzugsweise 5 Millisekunden bestétigte den genu-
gend hohen Widerstand der Probe. Die Bakterien wurden sofort in 1 ml SOB-Medium
Uberfuhrt, bei der geeigneten permissiven Temperatur geschuttelt (eine Stunde bei
37°C bzw. zwei Stunden bei 30°C) und auf Platten mit Selektionsantibiotikum

ausplattiert.

2.4 Arbeiten mit eukaryonten Zellen

2.4.1 Kultivierung permanenter Zellinien

Alle Zellinien wurden in einem Inkubator bei 37°C unter 5% Kohlendioxid und in
wasserdampfgesattigter Atmosphare gehalten. Standardmedium fiir Suspensions-
zellen und adharente Zellen war RPMI 1640, supplementiert mit 10% fotalem
Kalberserum (FCS) und Antibiotika (100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin).
Glutamin war als N-Acetylalanylglutamin enthalten (,stabiles Glutamin®). Medien und

Zusatze wurden von Biochrom, Berlin, bezogen.

EBV- und mini-EBV-immortalisierte B-Zellinien (LCLs und mini-LCLs) wurden
wdchentlich zweimal subkultiviert, dabei wurden Zellen und altes Medium nicht star-
ker als dreifach verdinnt. Die Kultur von T-Zellinien wird weiter unten beschrieben.
Andere Suspensionszellinien wurden ein- bis zweimal wdchentlich zwei- bis zehn-
fach verdinnt subkultiviert. Als Quelle fur infektiobses Wildtyp-EBV des Stammes
B95.8 diente die gleichnamige Zellinie. Als eine Zielzelle in Zytotoxizitatsexperimen-
ten diente die HLA-Klassel/ll-negative humane Leukamiezellinie K562.

Adhéarente Zellen wurden zur Subkultivierung mit PBS serumfrei gewaschen, dann
mit 0.05% Trypsin/0.02% EDTA (Biochrom) von der Wachstumsflache geldst, einmal
in Medium mit FCS gewaschen und in entsprechender Verdinnung wieder ausplat-
tiert. Humane primare Oberhautfibroblasten-Zellkulturen wurden aus Hautbiopsien

freiwilliger Spender angelegt, sie fanden als Zielzellen in Zytotoxizitatsexperimenten
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Verwendung. Die embryonalen humanen priméaren Lungenfibroblastenzellinien WI38
und MRC-5 wurden als ,feeder“-Zellen bei mini-EBV-Infektionsexperimenten (WI38)
bzw. zur Propagierung von humanem Cytomegalovirus (MRC-5) verwendet. Primére
Fibroblasten wurden ein- bis zweimal wdchentlich subkultiviert, dabei wurde jeweils,
ausgehend von einer konfluenten Kultur, die Zahl der Zellen pro Flache nicht starker
als dreifach verringert. Die Zellinie BSC-40 aus der Griinen Meerkatze diente zur
Propagierung von rekombinanten Vacciniaviren. Die EBV-Verpackungszellinie
293/TR™ (Delecluse et al., 1999) wurde zur Selektion auf das enthaltene rekombinan-

te EBV-Genom mit 100 pg/ml Hygromycin (Calbiochem) kultiviert.

Die Zentrifugation von eukaryontischen Zellen zum Zweck der Konzentrierung oder
des Waschens erfolgte in der Regel in 50-ml-Einmal-ZentrifugengefalRen bei 350 g
(entspricht 1200 rpm in den verwendeten Ausschwingbecher-Tischzentrifugen von
Hettich und Jouan) fur 5 — 10 min bei 20°C. — Ausnahme: Trennungsschritt bei der

Ficoll-Dichtezentrifugation, siehe Abschnitt 2.4.2.

Zur Kryokonservierung wurden Zellen (10° — 10, bei primaren peripheren Blutzellen
bis zu 5 x107) pro Aliquot in 0,75 ml Kulturmedium resuspendiert, auf Eis gekiihlt, mit
0,75 ml kaltem FCS/DMSO (v/v 4:1) gemischt und in ein 1,8-ml-Kryogefal3 (Nunc)
Uberfuhrt. Zur langsamen Abkihlung wurden die Zellen zunéchst in einem allseitig
verschlossenen Styroporbehalter ins —80°C-Gefriergerat gestellt. Am nachsten Tag
wurden die Réhrchen zur Dauerlagerung in der Gasphase Uber flissigem Stickstoff
in den entsprechenden Lagertank tberfihrt.

Zur Rekultivierung kryokonservierter Zellen wurde der gefrorene Roéhrcheninhalt
durch Resuspension mit warmem Kulturmedium (Zimmertemperatur) mdaglichst
schnell aufgetaut und in mindestens 20 ml Kulturmedium verdinnt und zentrifugiert.
Die pelletierten Zellen wurden in Medium resuspendiert und kultiviert. Da LCLs und
mini-LCLs besonders auf autokrine Stimuli angewiesen sind, wurde beim Auftauen
dieser Zellen darauf geachtet, das anfangliche Kulturvolumen nach Auftauen klein zu
halten, etwa entsprechend der Zelldichte einer halb gesattigten Kultur (1 — 2 x10°

Zellen pro ml).
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2.4.2 Isolierung primarer humaner Lymphozyten

Als Quelle fur humane Lymphozyten dienten (1.) frisch abgenommenes vendses Blut
freiwilliger erwachsener Spender, (2.) Leukozytenkonzentrate (buffy coats), die vom
Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes, Miinchen, oder der Abteilung fur
Transfusionsmedizin des Klinikums Grofl3hadern, Minchen, bezogen wurden, (3.)
Nabelschnurblut, das von der Frauenklinik Gro3hadern zur Verfiigung gestellt wurde,
oder (4.) Adenoidproben von ambulant operierten Patienten, meist Kindern, der
HNO-KIlinik Grof3hadern. Aus Adenoiden wurden Lymphozytenkonzentrate herge-
stellt, indem das mit Skalpellen zerkleinerte Material unter Waschen mit PBS durch
ein Zellsieb (100 um; Cell Strainer, Becton-Dickinson) passiert wurde. Blut und Kon-
zentrate wurden mindestens zweifach mit PBS verdiinnt und mit Ficoll-Trennlésung
der Dichte 1,07 (,Biocoll*, Biochrom KG, Berlin) unterschichtet. Durch Zentrifugation
(1000 g, 15 min) wird die Anreicherung von Monozyten, B- und T-Lymphozyten im
Grenzbereich zwischen schwerer und leichter Flissigkeitsphase erreicht. Diese Frak-
tion der mononuklearen Zellen, bei Gewinnung aus peripherem Blut PBMC genannt
(peripheral blood mononuclear cells), wurde geerntet, mehrfach gewaschen und in
der Regel ohne weitere Fraktionierung als Ausgangsmaterial einerseits fur B-Zell-
Infektionen mit EBV-Vektoren, andererseits fir T-Zell-Reaktivierungen verwendet.

2.4.3 Generierung von mini-EBV-Virionen

Die Generierung von mini-EBV-Virionen erfolgte durch die EBV-Verpackungszellinie
293/TR™ (Delecluse et al., 1999). Zur fortlaufenden Kultivierung wurden 293/TR™-
Zellen mit hygromycinhaltigem (100 pg/ml) Standardmedium kultiviert. Zur Produk-
tion von infektiosen mini-EBV-Virionen wurden 293/TR™-Zellen mit zwei Plasmiden
kotransfiziert, dem zu verpackenden mini-EBV-Plasmid und dem Expressionsplasmid
p509 fur den Kofaktor BZLF1 zur Induktion des lytischen EBV-Programms. Der zur
Transfektion bestimmte Anteil der Zellen wurde jeweils von der Wachstumsflache
gespult, zweimal mit PBS gewaschen und in Standardmedium ohne Hygromycin
ausplattiert. Die Transfektion erfolgte nach drei bis funf Tagen mit 30-50%
konfluenten Zellen. Die Zellen einer 15-cm-Schale wurden in serumhaltigem Stan-
dardmedium mit 24 pg mini-EBV-Plasmid und 12 pg Plasmid p509, komplexiert mit
60 pl des Transfektionsreagens Fugene (Roche, Basel) nach dem Protokoll des
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Herstellers, transfiziert. Nach 24 und 72 Stunden wurde jeweils das Uberstehende
Medium vorsichtig abgenommen, verworfen und durch frisches ersetzt (12 ml pro 15-
cm-Schale). 96 Stunden nach Transfektion (Tag 4) wurde das virionhaltige
Uberstehende Medium geerntet, zur Abtrennung von Zellbestandteilen zentrifugiert
(400 g, 10 min), filtriert (0.7 um), aliquotiert und eingefroren gelagert (—80°C). Der
geerntete Uberstand wurde durch frisches Medium ersetzt und die Ernte an Tag 5
und Tag 6 wiederholt. In einigen Fallen wurden die Virionen in den Uberstanden
nach der Ernte durch Zentrifugation (15 000 g, 2 h) angereichert, in einem kleinen

Volumen Medium resuspendiert und dann zur Lagerung eingefroren.

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

Fir die Generierung von mini-LCLs durch Infektion wurden frische PBMC oder Lym-
phozytenpraparate und frisch hergestellte (maximal 1 Tag nach Ernte) oder eingefro-
rene mini-EBV-Virionpraparate verwendet. Zur Vorbereitung wurden humane WI38-
Fibroblasten, die als ,feeder” fungieren, auf die wells (Einzelgefal3e) von 96-well-Plat-
ten verteilt, bis zur lockeren Konfluenz (ca. 20 000 Zellen/well) kultiviert und durch
Gammastrahlung (50 Gy) einer Casium-137-Quelle wachstumsarretiert. Solche
Platten, mit 200 ul Medium je well, blieben bei Kultivierung im Brutschrank bis zu drei
Wochen verwendbar. Zur Infektion wurden eine halbe Million PBMC oder Lympho-
zyten in 100 pl Medium und 100 pl mini-EBV-virionhaltiger Zellkulturiberstand in
jedes well gegeben. Fur die Negativkontrolle (auf endogene EBV-Infektion) wurden
statt des mini-EBV-Uberstandes 100 pl Medium, fur die Positivkontrolle (Immortali-
sierbarkeit) wurden stattdessen 10 ul B95.8-Kulturiiberstand (mit Wildtypvirus des
gleichnamigen EBV-Stamms) in weiteren 90 pl Medium verwendet. Nach 24
Stunden, und danach alle drei bis sechs Tage, wurde die Hélfte des Uberstehenden
Mediums durch frisches Medium ersetzt. In den meisten Fallen war ein Auswachsen
immortalisierter Zellen erstmals nach drei bis sechs Wochen offensichtlich, erkenn-
bar an den typischen runden Zellaggregaten. Die Zellen wurden erst nach starker
Proliferation im jeweiligen well, mit Gelbfarbung des Mediums, vorsichtig in grol3ere
KulturgefaRe expandiert. Dabei wurde das alte Medium beibehalten und jeweils das

ein- bis zweifache Volumen neues Medium zugesetzt.

Im Falle erwachsener Spender wurde dem Standardmedium wéahrend der ersten vier

Wochen Cyclosporin A zugesetzt (1ug/ml; Sigma), um eine T-Zell-Reaktivierung zu
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unterbinden, bei Nabelschnurblut und bei Adenoidspendern im Kindesalter unterblieb
dieser Zusatz. Bei Verwendung von Cyclosporin A wurde oft ein beschleunigtes
Absterben der Fibroblasten-feeder-Zellen beobachtet. In einigen Fallen wurde daher
bei der mini-EBV-Immortalisierung auf Fibroblasten-feeder verzichtet.

2.4.5 PCR-Analyse von mini-LCLs

Bei jeder mini-LCL wurde durch PCR die Anwesenheit von mini-EBV-spezifischen
Sequenzen (des Gens fur die Chloramphenicol-Acetyltransferase) und die Abwe-
senheit von Wildtyp-EBV-spezifischen Sequenzen (des viralen Glykoproteins gp85)
verifiziert. Daftr wurden die Primer cam-up (5-TTC TGC CGA CAT GGA AGC CAT
C-3’), cam-down (5-GGA GTG AAT ACC ACG ACG ATT TCC-3’), gp85c (5-TGG
TCA GCA GCA GAT AGT GAA CG-3') und gp85d (5-TGT GGA TGG GTT TCT TGG
GC-3") in derselben Reaktionsmischung verwendet. Das Protokoll bestand aus 30
Amplifikationszyklen mit jeweils 45 Sekunden Denaturierung bei 96°C, Primer-
Hybridisierung bei 59°C und Elongation bei 72°C.

Zur Aufbereitung von mini-LCLs und LCLs fur die DNA-PCR-Analyse wurden die
Zellen alkalisch lysiert, ein schnelles Verfahren ohne Isolation der DNA (Jiwa et al.,
1989). Der wachsenden Zellkultur wurde eine Probe mit etwa 1 mm?® Zellvolumen
enthommen, in ein 1,5-ml-Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und zentrifugiert. Das Kul-
turmedium wurde vollstandig abgenommen und verworfen. Das Zellpellet wurde in
25 pl NaOH (50mM) resuspendiert und dadurch lysiert, das Lysat mit 3 Tropfen
Mineral6l abgedeckt und die Probe 10 Minuten bei 95°C inkubiert. Nach dem Abkuh-
len wurde die Probe mit 4 pl TrisHCI, pH 7 (1M), neutralisiert. Die Probe wurde kurz
zentrifugiert (1 Minute Maximalgeschwindigkeit), um eventuell ausgeféllte Partikel
abzusetzen, und von der Uberstehenden Loésung wurde ein Mikroliter pro PCR-
Reaktionsansatz (50 pl) eingesetzt.

2.4.6 Generierung polyklonaler T-Zellinien

Als Quelle fur T-Zellen dienten kryokonservierte oder aus frischen Blutproben isolier-
te mononukleare periphere Blutzellen (PBMC). Durch Restimulation mit einer autolo-
gen antigenexprimierenden mini-LCL wurden daraus polyklonale T-Zellinien gene-

riert. Es wurde ein Restimulationsprotokoll verwendet, das gegenwartig zum Zweck
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des klinischen adoptiven T-Zell-Transfers in klinischer Anwendung ist (Roskrow et
al., 1998). Pro well (Einzelgefal3) einer 24-well-Platte wurden zwei Millionen PBMC
und 50 000 mit 50 Gy bestrahlte mini-LCL-Zellen in 2 ml Standardmedium kokulti-
viert. Das entspricht einem Effektor/Stimulator-Verhaltnis von E:S = 40:1. An Tag 10,
und daraufhin alle sieben Tage, wurden die Zellen geerntet, gezéhlt und jeweils eine
Million Zellen in 2 ml frischem Medium pro well weiterkultiviert, unter Zugabe einer
Viertelmillion frisch bestrahlter mini-LCL-Zellen (E:S = 4:1). Ab Tag 10 wurden die
Zellen wahrend der sieben Tage zwischen den Restimulationen mindestens zweimal
entweder mit frischem Medium versorgt oder, bei starker Vermehrung, expandiert. Im
ersten Fall wurde die Halfte des Uberstandes abgenommen und durch frisches Medi-
um ersetzt, im zweiten Fall wurde das Kulturvolumen durch Zugabe von frischem
Medium verdoppelt. Ab Tag 15 wurde dem Medium Interleukin-2 zugesetzt (6 U/ml
natives IL-2 aus humanen Lymphozyten, bezogen von Boehringer Mannheim/
Roche).

2.4.7 FACS-Analysen

Mini-LCLs wurden mit monoklonalen Antikdrpern auf die Oberflachenexpression ver-
schiedener Antigene (HLA Klasse | und Il, B7.1, B7.2, ICAM-1, LFA-1, LFA-3) unter-
sucht. Bei T-Zellpopulationen wurde die Expression von CD3, CD4, CD8, CD16 und
CD56 analysiert. In der Regel wurden mindestens 100 000 Zellen je Farbung, resus-
pendiert in PBS/2% FCS, mit einer empirisch bestimmten Menge des entsprechen-
den monoklonalen Antikérpers 30 Minuten auf Eis gefarbt. Im Falle unkonjugierter
(nicht mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierter) Antikbrper wurden die Zellen mehr-
fach gewaschen und anschlieRend ein zweiter analog durchgefiihrter Farbeschritt mit
einem gegen die entsprechenden Maus-Immunglobuline gerichteten, fluoreszenz-
markierten Sekundarantikdrper durchgefihrt. Die Zellen wurden entweder sofort, als
vitale Zellen, im DurchfluRzytometer (fluorescence-activated cell sorter, FACS) analy-
siert, oder sie wurden mit 0.25% Paraformaldehyd bei 4°C fixiert und bis zur Analyse
maximal 24 Stunden bei 4°C aufbewahrt. Die verwendeten Durchflu3zytometer
waren ein ,Epics“-Gerat der Firma Coulter und ein ,FACSCalibur‘-Gerat des Herstel-
lers Becton-Dickinson. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ,CellQuest” von
Becton-Dickinson.
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Die intrazellulare Expression von pp65 in mini-LCLs wurde durch Antikérperfarbung
permeabilisierter Zellen und anschlieBende durchflulzytometrische Analyse unter-
sucht. Die Zellen wurden mit 0.25% Paraformaldehyd in PBS 30 Minuten bei 4°C
fixiert, mit 0.2% Tween-20/PBS 15 Minuten bei 37°C permeabilisiert, auf Eis mit
pp65-spezifischem monoklonalem Antikérper (Klon 981 von Biodesign, Saco, Maine,
USA oder Klon 65-33, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Bodo Plachter,
Mainz) und anschlieBend mit fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikérper (Dianova,

Hamburg) gefarbt und im DurchfluBzytometer analysiert.

2.4.8 Interferon-g-Sekretionsanalyse

Der Anteil der T-Zellen, die das Effektorzytokin Interferon-g sekretieren, wurde durch
ein Verfahren ermittelt, bei dem das sekretierte Zytokin an der Oberflache der sekre-
tierenden Zelle durch einen dort gebundenen Antikdrper abgefangen und durch
einen weiteren Antikdrper sichtbar gemacht wird (,secretion assay", ,capture assay"
des Herstellers Miltenyi, Bergisch-Gladbach). Zur Quantifizierung antigenspezifischer
oder epitopspezifischer T-Zellen wurden die Zellen in ihrer Ruhephase, d.h.
frihestens vier Tage nach der letzten Restimulation, fur vier bis zw6lf Stunden mit
antigenprasentierenden Zellen oder dem antigenen Peptid koinkubiert. Anschlie3end
wurde die Farbung nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Die Analyse

erfolgte mit dem DurchfluR3zytometer.

2.4.9 Tetramer-Analysen

Die antigenspezifische Farbung von T-Zellen mit fluoreszenzmarkierten tetrameren
HLA-Klasse-I/Peptid-Komplexen (,Tetrameren®) wurde ebenfalls in der ,Ruhephase”
frihestens vier Tage nach der letzten Restimulation durchgefiihrt. Jeweils 1 -5 * 10°
Zellen einer polyklonalen T-Zellinie wurden fir 20 Minuten bei 37°C mit einer empi-
risch bestimmten Menge des Phycoerythrin-(PE)-markierten Tetramers inkubiert. Die
Zellen wurden gewaschen und 30 Minuten auf Eis mit einem Fluorescein-(FITC)-
markierten CD8-spezifischen Antikbrper gegengefarbt. Die Zellen wurden gewa-
schen und sofort durchflul3zytometrisch analysiert. Dabei wurde die Population der

vitalen Lymphozyten durch ihre charakteristische Position in der zweidimensionalen
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Vorwarts-/Seitwarts-Streulichtanalyse identifiziert und eingegrenzt. Die Datenanalyse
erfolgte mit dem Programm ,.CellQuest“ von Becton-Dickinson.

2.4.10 Zytotoxizitats-Analysen

Die Zytotoxizitat von T-Zellinien wurde durch die Messung der freigesetzten Menge
eines Markierungsreagenz aus zuvor zytoplasmatisch markierten lebenden Zielzellen
ermittelt. Als Markierungsreagenzien verwendet wurden entweder radioaktives
Chrom-51 in Form von Dichromat (klassischer ,Chrom-Release”) (Brunner et al.,
1968) oder der organische Komplexligand BATDA (Bis-acetoxymethyl-2.2":6’,2"-
terpyridin-6,6"-dicarboxylat) (Blomberg et al., 1996), der im Zellinneren zu TDA
hydrolysiert wird und dann die Zelle nicht mehr verlaf3t. Im ersten Fall wird nach der
zytotoxischen Reaktion die Radioaktivitat im Uberstand gemessen, im zweiten Fall
wird der in den Uberstand freigesetzte Komplexligand mit Europium(lll)-lonen umge-
setzt, und der gebildete fluoreszierende Komplex durch zeitaufgeloste Fluorometrie
nachgewiesen. Zytotoxizitatsanalysen wurden mit T-Zellinien durchgefiihrt, bei denen

die letzte Restimulation mindestens vier Tage zurlcklag.

Fur den ,Chrom-Release” wurde etwa eine Million Zielzellen (mini-LCL-Zellen, pep-
tidgepulste mini-LCLs, uninfizierte, CMV-infizierte oder vacciniainfizierte Fibrobla-
sten) in etwa 200 pl Medium suspendiert. Fibroblasten wurden zuvor von der Wachs-
tumsflache abtrypsiniert. Die Zellen wurden mit 40 uCi *'CrO4* (Amersham) 60
Minuten lang bei 37°C markiert, dann zweimal mit Medium gewaschen und auf die in
96-well-Platten vorgelegten Effektorzellen gegeben. Pro well einer solchen 96-well-
Platte mit v-formigen GefaRbdden wurden 2500 markierte Zielzellen mit einem defi-
nierten Vielfachen von Effektorzellen in insgesamt 200 pl Standardmedium fir
4 Stunden bei 37°C koinkubiert. Bei CMV-spezifischen polyklonalen T-Zellinien wur-
den meist E:T-(Effektorzell-/Zielzell-)-Verhéltnisse zwischen 8:1 und 1:1 verwendet.
Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Halfte des Uberstandes, 100 pl, vorsichtig
abgenommen und in 96-well-Platten aus undurchsichtigem Kunststoff Uberfiihrt. Je
well wurden 170 ul Szintillationsflussigkeit (MicroScint-40, Packard) zugegeben, die
Platten versiegelt, die Flussigkeitsphasen durch vorsichtiges Vortexen gut gemischt
und die Platten in einem Szintillationszéhler (TopCount, Packard) ausgewertet. Fir
jede Zielzell-Spezies wurden parallel die Maximalfreisetzung M (vollstandige Zellyse
mit 0,5% Triton X-100) und die Spontanfreisetzung S (Zielzellen ohne Zugabe von
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Effektoren) ermittelt. Die Ergebnisse wurden als relative spezifische Lyse L angege-
ben. Diese wurde aus den einzelnen Freisetzungswerten F wie folgt berechnet: L =
(F-S) I (M-S).

Fur die BATDA-Freisetzungsanalyse wurden BATDA-Reagenz und Europium-
Losung von der Firma Wallac (Turku, Finnland) bezogen. Etwa eine halbe Million
Zellen wurde mit 1 pl BATDA-Reagenz 10 bis 15 Minuten bei 37°C markiert. Da
diese Methode starker als der Chrom-Release durch die Anwesenheit toter Zellen
gestort wird, wurden die Zellen unmittelbar nach der Markierung verdinnt und einer
Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation unterzogen. Die aus der Interphase geernteten
Zellen wurden dreimal mit Medium gewaschen, wobei darauf geachtet wurde, még-
lichst vorsichtig zu resuspendieren. Bei der mikroskopischen Ermittlung der Zellzahl
wurde kontrolliert, ob mehr als 90% vitale Zellen vorlagen. Verschiedene Zahlen von
Effektorzellen wurden in jeweils 100 pl Standardmedium in 96-well-Rundbodenplat-
ten vorgelegt und jeweils 5000 markierte Zielzellen in jeweils 100 pl Medium dazuge-
geben. Nach einer Reaktionszeit von 2 Stunden bei 37°C wurden je 20 bis 50 pl des
Uberstandes abgenommen, in die wells einer lblichen 96-well-Flachbodenplatte
Uberfuhrt, je 200 ul Europium-Lésung dazugegeben, 5 Minuten vorsichtig geschittelt
und die Fluoreszenz des gebildeten Europium-Chelatkomplexes zeitaufgelost im
Fluorimeter (Wallac Multilabel Counter) gemessen. Die Ermittlung von Maximal- und
Spontanfreisetzung und die Auswertung und Berechnung der relativen spezifischen

Lyse erfolgten wie beim Chrom-Release.

2.5 Arbeiten mit Viren

2.5.1 Epstein-Barr-Virus

Als Quelle fur humanes Wildtyp-EBV zur Generierung von LCLs diente die mit dem
Referenzstamm B95.8 partiell lytisch infizierte lymphoide Krallenaffen-Zellinie glei-
chen Namens. B95.8-Zellen sezernieren bei fortlaufender Kultivierung mit Standard-
medium laufend infektibses EBV in den Kulturiiberstand. Die Uberstande dieser
Zellinie kénnen nach Filtration (0.45 pm) unmittelbar fur die Infektion und Immor-
talisation von B-Zellen verwendet werden. Solche Uberstiande bleiben bei Lagerung
bei 4°C mehrere Wochen fur diesen Zweck verwendbar.
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2.5.2 Cytomegalovirus

Humanes Cytomegalovirus des Referenzstamms AD169 wurde durch Passage
durch humane priméare Fibroblasten propagiert. Die Fibroblasten werden von CMV
lytisch infiziert und entlassen gréRere Mengen infektioses Virus nebst nichtinfektio-
sen Pseudovirionen in den Kulturiberstand. Zur Praparation moéglichst hochtitriger
Virusuiberstdnde wurden semikonfluente Fibroblastenkulturen der Linie MRC-5 mit
0,1 infektiésen Viren pro Zelle (multiplicity of infection, MOI = 0.1) infiziert. Die Kulti-
vierung wurde fortgesetzt, bis samtliche Zellen ein infiziertes Aussehen angenom-
men hatten (,zytopathischer Effekt®; runde oder elliptische Form, gelockerte
Adhérenz, teils vergroRerte Zellen). Der Uberstand wurde vorsichtig geerntet und
nach niedertouriger Zentrifugation zur Entfernung von Zelltrimmern (zweimal 10
Minuten, 350 g) aliquotiert und zur Lagerung bei —80°C eingefroren. Falls nach der
Ernte des Uberstandes die meisten infizierten Zellen noch adhérierten, wurden sie
vorsichtig mit frischem Medium tiberschichtet und nach 24 Stunden der Uberstand
erneut geerntet. Die Prozedur wurde solange wiederholt, wie die Zellen adharent
blieben. Die zu den verschiedenen Zeitpunkten geernteten Uberstande wurden auf
ihren Virustiter getestet und derjenige mit dem hdchsten Titer zur Infektion von
Fibroblasten als Zielzellen fiir Zytotoxizitatsexperimente verwendet. Mit AD169 sind
auf diese Weise Titer um 1 — 5~ 10’ infektidsen Einheiten pro Milliliter erreichbar.

Zur Abschatzung des Virustiters wurden Viruspraparate in Verdinnungsreihen zur
Infektion von Fibroblasten in 96-well-Platten verwendet. Zwei Wochen nach Infektion
wurden infizierte und nicht infizierte wells gezahlt. Ein unterer Schatzwert fir den
Virustiter wurde aus dem Anteil der infizierten wells bei derjenigen Verdinnung er-
mittelt, bei der weniger als 50% der wells infiziert wurden. Dabei wurde angenom-

men, dal3 die infizierten wells jeweils nur genau ein infektidses Virus erhalten hatten.

Fur Zytotoxizitatsanalysen wurden humane Fibroblasten verschiedener Spender 12
Stunden vor dem Experiment mit CMV infiziert (10 infektidse Einheiten je Zelle).
2.5.3 Rekombinante Vacciniaviren

Durch Infektion mit rekombinanten Vacciniaviren erreicht man die schnelle und

starke Expression des rekombinanten Proteins in einer Vielzahl von Zellarten. Fir
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diese Arbeit wurde von N. Blake, Birmingham, freundlicherweise ein pp65-exprimie-
rendes Vacciniavirus (vvpp65) auf der Basis des WR-(Western Reserve)-Derivats
VRB12 (Blasco und Moss, 1995) zur Verfigung gestellt. Als Kontrolle diente das WR-
Derivat vwTK™ (Murray et al., 1992).

Zur Propagierung von rekombinanten Vacciniaviren wurden Zellen der Linie BSC-40
(eine epitheliale Nierenzellinie aus der Griinen Meerkatze) bald nach Erreichen der
Konfluenz mit 2 ~ 107 Viren je 175-cm?-Flasche infiziert. Dazu wurde frisch aufge-
tautes Virus unmittelbar in die Kulturflasche gegeben und die Zellen weiter bei 37°C
kultiviert. Infizierte BSC-40-Zellen nehmen eine runde Form an und werden semi-
adhéarent oder lésen sich vom Flaschenboden ab. Sobald sémtliche Zellen dieses
Aussehen angenommen hatten, was gegen Tag 4 der Fall war, wurden die Zellen
geerntet, indem noch adhérente Zellen mit einer Pipette abgespilt wurden. Die
Zellen wurden abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 1 ml PBS
(oder weniger, falls eine hdhere Viruskonzentration erwinscht war) resuspendiert.
Zum Zellaufschlul3 wurde diese Suspension dreimal im Wechsel in flissigem
Stickstoff eingefroren, im Wasserbad aufgetaut und 30 Sekunden kraftig geschuttelt
(Vortex). Danach wurden Zelltrimmer abzentrifugiert (350 g, 5 min) und der
virushaltige Uberstand bei —80°C gelagert. Nach diesem Verfahren sind Virustiter um
10%ml erreichbar.

Zur Titerbestimmung wurden Vaccinia-Préaparate in Verdinnungsreihen auf BSC-40-
Zellen oder MRC-5-Zellen in 96-Well-Platten austitriert.

Zur Verwendung als Zielzellen in Zytotoxizitatsanalysen wurden Fibroblasten, mini-
LCLs oder LCLs 12 Stunden vorher mit rekombinanten Vacciniaviren (10 Viren je
Zelle) infiziert.
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3 Ergebnisse

Diese Arbeit soll die gezielte Induktion einer MHC-restringierten zytotoxischen T-Zell-
antwort in vitro durch mini-EBV-immortalisierte B-Zellinien (mini-LCLSs) zeigen und
analysieren. Zu Beginn der vorgestellten Arbeiten war bereits klar, daf3 die Generie-
rung virusfreier mini-LCLs mdglich ist, die konstitutiv ein Fremdprotein exprimieren,
und zwar ein potentielles T-Zell-Antigen (Kilger et al., 1999). Als erstes solches
Antigen war das humane epitheliale Mucin MUC1 ausgewahlt worden. Ein mini-EBV-
Vektor zur Generierung von MUC1L-exprimierenden, immortalisierten B-Zellinien
(MUC-1-mini-LCLs) war konstruiert worden, und diese Zellen waren nach Behand-
lung mit Glykosylierungsinhibitor zur Stimulation allogener T-Zellen verwendet wor-
den. Dadurch konnten zytotoxische T-Zellen gegen ein tumorspezifisches, nicht
MHC-restringiertes T-Zell-Epitop des unterglykosylierten MUC1 durch MUC21-mini-
LCLs induziert werden (Kilger et al., 1999).

Eine solche nicht MHC-restringierte T-Zell-Antwort ist allerdings ein Sonderfall. Im
allgemeinen beruht die antigenspezifische zytotoxische T-Zell-Antwort auf der Erken-
nung von MHC-I- und in geringerem Male auch von MHC-II-restringierten Anti-
genen. Der logische nachste Schritt bestand also darin, zu zeigen, dal3 mini-EBV-
Vektoren die Herstellung von mini-LCLs ermdglichen, die konstitutiv MHC-restringier-
te Fremdantigene exprimieren, prozessieren und prasentieren und sich zur Generie-
rung einer MHC-restringierten T-Zellantwort eignen. Die hier vorgestellten Ergebnis-
se sollen erstens zeigen, dald die Expression verschiedener membranstandiger und
zytoplasmatischer T-Zell-Antigene zellularen und viralen Ursprungs in B-Zellinien
durch mini-EBV-Vektoren bewirkt werden kann. Zweitens soll schwerpunktméRig am
Beispiel des gut charakterisierten MHC-I-restringierten T-Zellantigens pp65 aus dem
humanen Cytomegalovirus die effiziente Generierung zytotoxischer T-Zellen demon-
striert werden, die MHC-I-restringiert und spezifisch fir das Fremdantigen sind.

Zu Beginn der hier gezeigten Arbeiten hatten Fortschritte in der genetischen Modifi-
kation des gesamten EBV-Genoms (Delecluse et al., 1998) die Herstellung einer
Verpackungszellinie fir EBV-Vektoren ermdglicht, die sich zur Herstellung verschie-
denartiger EBV-Vektoren als geeignet erwies (Delecluse et al., 1999). Darauf aufbau-
end soll hier gezeigt werden, dalR diese EBV-Verpackungstechnologie die Effizienz
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der Generierung von mini-LCLs so steigert, dal3 nun mini-LCLs, die frei von Wildtyp-
Virus sind, aus einer kleinen Blutprobe normaler humaner Spender routinemafig
generiert werden kdnnen. Das ist eine wichtige Voraussetzung fur den Einsatz von
mini-LCLs in der breit angelegten Analyse der antigenspezifischen T-Zellantwort bei
verschiedenen Spendern wie auch fur ihren beabsichtigten Einsatz in der Immunthe-

rapie von Tumor- oder Viruserkrankungen.

3.1 Konstruktion von mini-EBV-Plasmiden

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und verwendeten mini-EBV-Plasmide
basieren auf dem Konstrukt 1478.A (Kilger et al., 1999). Dieses Plasmid enthalt die
fur die 11 latenten Gene kodierenden Abschnitte des EBV-Genoms, die fir die
latente und lytische DNA-Replikation notwendigen Elemente oriP und oriLyt sowie
die zur Verpackung nétigen terminal repeats (TR). Insgesamt enthalt das mini-EBV
1478.A 41% der Sequenz des EBV-Genoms. Die Konstruktion neuer mini-EBV-
Plasmide erfolgte mit der ,chromosomal building“-Technik (O'Connor et al., 1989)
durch homologe Rekombination und sequenzspezifische Rekombination in E. coli.
Anders als gentechnische Standardmethoden wie Restriktionsenzym-Hydrolyse und
Ligation ermdglicht eine solche Technik den gezielten Umbau auch sehr grofZer
Plasmide, zu denen auch mini-EBVs (mehr als 80 Kilobasenpaare) zéhlen.

3.1.1 Einbau eines Fremdgens in ein mini-EBV-Plasmid

Die ,chromosomal building“-Technik, die von O’Connor et al. fir den Einsatz in der
Drosophila-Genetik entwickelt wurde, ermdglicht den Zusammenbau grof3er, mit
konventionellen gentechnischen Methoden schwer handhabbarer Plasmide aus klei-
neren Einheiten. Diese Technik war auch benutzt worden, um durch Zusammenbau
von sieben Plasmiden mit Fragmenten des EBV-Genoms das dieser Arbeit als
Standard-mini-EBV-Plasmid  zugrundeliegende Molekil 1478.A  herzustellen
(Kempkes et al., 1995). Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus 1478.A durch Einbau
jeweils eines neuen, fur ein Fremdgen codierenden DNA-Abschnitts mehrere neue

mini-EBV-Plasmide hergestellt.
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auf dem mini-EBV und dem tet-shuttle-Plasmid; rfsF, Zielsequenz fiir ortsspezifische

Rekombination; ts-ori, temperatursensitiver Replikationsursprung.
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Abbildung 3-1 zeigt, wie ein solcher Aufbauschritt durchgefihrt werden kann.
Zunachst mufld das interessierende Fremdgen mit konventionellen Methoden in ein
Transporterplasmid eingebaut werden. Dieses Plasmid (tet-shuttle) trégt ein Tetra-
cyclin-Resistenzgen (tet") und repliziert nur bei 30°C, nicht aber bei hoherer
Temperatur, bedingt durch seinen temperatursensitiven Replikationsursprung (ts-ori).
Das Ziel der Operation, das mini-EBV-Plasmid, weist dagegen eine unabhangige
Antibiotikums-Resistenz (Chloramphenicol, cam') auf und repliziert auch bei hoherer
Temperatur. Des weiteren weisen beide Plasmide eine langere homologe DNA-
Sequenz auf, in diesem Fall mehrere tausend Basenpaare des EBV-Genoms, und
beide Plasmide tragen eine rfsF-Sequenz fir Resolvase-vermittelte Rekombination.
Auf dem mini-EBV liegen die gemeinsame EBV-Sequenz und die rfsF-Sequenz
nebeneinander, auf dem shuttle-Plasmid wurde das Fremdgen dazwischen einge-
baut.

Werden beide Plasmide nun zusammen in einen geeigneten E.coli-Stamm trans-
feriert, etwa den Stamm CBTS, so kann aus den beiden Plasmiden durch homologe
Rekombination ein neues Molekil entstehen, ein Kointegrat, das die gesamten Se-
guenzen beider Plasmide enthalt. Durch Kultivierung mit beiden Antibiotika bei der
fur den ts-ori nichtpermissiven Temperatur wird auf Bakterien, die dieses Kointegrat
tragen, selektiert. Gleichzeitig verliert bei hoher Temperatur der CBTS-Stamm seine
Rekombinationsfahigkeit, dadurch wird das Kointegrat stabilisiert. Das Kointegrat

wird isoliert und in einen rekombinationsdefizienten E. coli-Stamm tberfihrt.

Im zweiten Schritt werden die vom shuttle-Plasmid herriihrenden, nicht benétigten
Sequenzen aus dem Kointegrat entfernt. Das geschieht durch ortsspezifische
Rekombination, vermittelt durch ein als Resolvase bezeichnetes Enzym, das nach
Transfektion eines entsprechenden Expressionsplasmids (mit Ampicillinresistenz) in
der Bakterienzelle exprimiert wird. Die Resolvase vermittelt die Rekombination
zwischen den beiden rfsF-Stellen auf dem Kointegrat, aus einem Plasmid werden
wieder zwei, und es ist ein mini-EBV mit neu eingebautem Fremdgen entstanden. Da
auf das Resolvat nicht direkt selektiert werden kann, besteht die praktische Aufgabe
nun in der Auffindung eines Bakterienklons, der die cam-Resistenz behalten, die tet-
Resistenz aber verloren hat. Da die Resolvase recht effizient wirkt, sind solche Klone
aber in der Regel leicht zu finden. Aus diesen wird Plasmid-DNA isoliert, erneut in

Bakterien transferiert und ein cam-resistenter, amp-sensitiver Klon ausgewahlt. So
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erhdlt man ein Bakterium, das nur das neue mini-EBV, nicht aber das Resolvase-
plasmid repliziert. Abbildung 3-2 zeigt die Zusammensetzung eines so konstruierten

mini-EBV-Plasmids, des weiter unten beschriebenen pp65mini-EBV.
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Abbildung 3-2. Struktur des pp65mini-EBV-Plasmids mit den fiir die B-Zellimmortalisierung

notwendigen Genen und funktionellen Elementen.

3.1.2 Konstruktion von HPV-mini-EBV-Plasmiden

Die humanen Papillomviren (HPV) 6 und 11 gehdren zu den mukdsen (schleimhaut-
infizierenden) Papillomviren. Sie werden innerhalb dieser Gruppe zur low risk-Kate-
gorie gerechnet, also nicht als potente Krebsausléser angesehen. Sie sind aber in
der Lage, gutartige Tumorerkrankungen zu verursachen, die sich stark auf die Le-
bensqualitat der Erkrankten auswirken kénnen (Genitalwarzen) und im Extremfall
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lebensbedrohlich sein kdnnen (Atmungsbehinderung durch rezidivierende Larynx-
papillomatose). Da einerseits eine wirkungsvolle Therapie der rezidivierenden La-
rynxpapillomatose bisher fehlt, andererseits Uber die Details der Immunantwort ge-
genulber diesen HPV-Typen nur wenig bekannt ist, wurden wichtige Antigene aus
HPV-6 und HPV-11 ausgewahlt, um die mini-EBV-Methode auf sie anzuwenden.

Aus Operationen an der HNO-KIlinik des Klinikums GroR3hadern waren Larynxpapil-
lomproben verflugbar. Zur Ermittlung des HPV-Infektionsstatus dieser Proben wurden
PCR-Primer speziell in der Absicht entworfen, eine mdglichst selektive Amplifikation
und daher eine Unterscheidung zwischen HPV-6- und HPV-11-Sequenzen zu er-
mdglichen (Abbildung 3-3). Wegen der engen Verwandtschaft von HPV-6 und -11
war dazu das Aufsuchen von Regionen mdglichst divergierender Sequenz
erforderlich. Bei beiden Typen erwiesen sich Sequenzen aus dem L1-Gen als
geeignet. In vier von funf Proben konnten mit Hilfe dieser Primer entweder HPV-6-
oder HPV-11-Sequenzen amplifiziert werden (Abbildung 3-4).

N6L1-L  HPV-6b L1 #6609-6629 57— AAGGGTAGTGGAAATCGCACG -3"
vgl . HPV-11 L1 #6593-6613 5"- --A--GG--AAT--CA-AT-A -3"
N6L1-R  HPV-6b L1 #6835-6811 5"- GTGGAAGATGTAGTTACGGATGCAC -3"
vgl . HPV-11 L1 #6819-6795 5"- --A-C———-T---AC—-A-—————- -3"
N11L1-L HPV-11 L1 #6019-6040 5"- TGATTCATCCCTGTTTGACCCC -3"
vgl . HPV-6b L1 #6037-6058 5"~ ---C--G--T--T--C--T--- -3"

N11L1-R HPV-11 L1 #6275-6252 5"- CCTTACCCCAATGTTCACCTAACG  -3"
vgl. HPV-6b L1 #6290-6267 5"- -T-------—---C--G--C--A- -3~

Abbildung 3-3. Sequenz der typspezifischen PCR-Primerpaare fur HPV-6 (N6L1-L / -R)
und HPV-11 (N11L1-L / -R). Gezeigt ist jeweils die gesamte Primersequenz und darunter die
homologe Sequenz des jeweils anderen HPV-Typs; bei dieser sind Ubereinstimmende
Nukleotide durch ,—“ angedeutet, abweichende Nukleotide sind ausgeschrieben. Die HPV-
6b-Primer amplifizieren ein 227-bp-Fragment (Nukleotide 6609-6811), die HPV-11-Primer ein
257-bp-Fragment (Nukleotide 6019-6275). Die angegebenen Nukleotid-Koordinaten aus
HPV-6b (Schwarz et al., 1983) und HPV-11 (Dartmann et al., 1986) folgen den von diesen
Autoren in GenBank als X00203 bzw. M14119 niedergelegten genomischen Sequenzen

dieser beiden Virustypen.
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Abbildung 3-4. HPV-6/-11-spezifi-

sche PCR aus Biopsien von Larynxpa-

HPV-6-spez. HPV-11-spez. pillomen. Untersucht wurden Proben
(NFérLTf/%) (NlﬂllinleLl}R) von 5 verschiedenen Patienten (papl-

pap5). Als Kontrolle wurde DNA aus
der HPV-negativen Lymphomzellinie
Akata verwendet und ein Plasmid
(pCRII-11L1), das die gesamte HPV-
11-L1-Sequenz enthalt. In drei Biopsi-
en (pap2, 4, 5) wurde HPV-6-DNA, in
einer Biopsie (pap3) HPV-11-DNA

nachgewiesen. In einer Biopsie (papl)

Akata DHA
Akata DHA
HPY11-L1
marker

HPY11-L1
pap1
pap?

1]
N ]
- oo o
= =
Ess=s2

papd
paps
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konnte keine HPV-DNA gefunden wer-

den.

Aus den so charakterisierten Papillomproben wurden daraufhin die vollstandigen Se-
guenzen der Gene E6, E7 und L1 von HPV-6 und von HPV-11 durch PCR amplifi-
ziert. Die Amplifikate wurden Uber einen PCR-Klonierungsvektor (pCRII) in das tet-
shuttle pT,, das eine Expressionskassette mit SV40-Promotor bereitstellt, und von
dort Uber homologe/ortsspezifische Rekombination in das mini-EBV-Plasmid
pl478.A eingebaut, wie oben beschrieben. Der Routine entsprechend wurden das
mini-EBV-Plasmid/shuttle-Plasmid-Cointegrat und das fertige mini-EBV mehreren
Restriktionsanalysen unterzogen, um den Einbau des gewlinschten Fremdgens zu
bestatigen und unerwinschte sonstige Rekombinationsereignisse auszuschlieen. In

Abbildung 3-5 ist ein Beispiel einer solchen Analyse gezeigt.

3.1.3 Konstruktion eines EpCAM-mini-EBV-Plasmids

Das epitheliale Zelladh&asionsmolekil (EpCAM) wurde als Beispiel eines wichtigen
HLA-restringierten Tumorantigens (Nagorsen et al., 2000; Trojan et al., 2001) ausge-
wahlt, um mit Hilfe der mini-LCL-Methode die Generierung von spezifischen T-Zellen
zu untersuchen. Die gesamte Gensequenz von EpCAM wurde unter die Kontrolle
eines CMV-Promotors gestellt, in das tet-shuttle-Plasmid 1242.1 und auf diesem
Wege durch Rekombination in das mini-EBV-Plasmid 1478.A eingebaut.
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6E7Co 6L1Co

m A B CABZC

m: 48502 —l u i
m: 17053 2 H E
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Abbildung 3-5. Analyse von mini-EBV-Plasmid-Kointegrationsprodukten durch Hydrolyse
mit dem Restriktionsenzym Mlul. Aus je drei unabhangigen Klonen des HPV-6-L1-Kointe-
grats (6L1Co) und des HPV-6-E7-Koitegrats (6E7Co) wurde durch CsCl-Gradientenzentrifu-
gation Plasmid-DNA isoliert und analysiert. Alle drei 6L1Co-Klone weisen das vorhergesagte
charakteristische Fragment von 7075 bp, alle drei 6E7-Klone ein Fragment von 5895 bp auf.
Klon B von 6E7Co zeigt allerdings eine unerwartete weitere Bande bei tber 17 kbp, Klon B
von 6L1Co weist eine zusatzliche Bande bei unter 10 kbp auf. Solche GréZenabweichungen
beruhen in der Regel auf der Veranderung der Anzahl der repeats in den beiden hoch repeti-
tiven Regionen des mini-EBV-Plasmids, der terminal repeat-Region (TR) und der BamW
repeat-Region, die wahrend der Propagierung des Plasmids im rekombinationskompetenten
E.coli-Stamm CBTS stattfinden kann. Wie durch zusatzliche Restriktionsanalysen erhartet
wurde, beruht die Bande von unter 10 kbp wahrscheinlich auf dem Verlust eines BamW
repeat (12194 kbp — 3072 kbp = 9122 kbp). Die Herkunft der Bande von tber 17 kbp konnte
nicht geklart werden. Zur Weiterverarbeitung wurden nur solche Klone verwendet, bei denen

mehrere verschiedene Restriktionsanalysen das erwartete Fragmentmuster ergaben.
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Wie weiter unten fir das pp65mini-EBV ausfihrlich beschrieben, wurden durch
Infektion von priméren B-Zellen, in diesem Fall aus Adenoiden gewonnen, mit dem
verpackten EpCAM-mini-EBV-Vektor immortalisierte B-Zellinien (mini-LCLs) herge-
stellt. Mittels PCR wurde bestéatigt, dal? die Linien frei von Wildtyp-Virus waren. Durch
FACS-Analyse konnte nach Farbung mit dem EpCAM-spezifischen Antikdrper C215
gezeigt werden, dall EpCAM-mini-EBV-immortalisierte B-Zellinien, im Gegensatz zu
Wildtyp-EBV-LCLs, auf ihrer Oberflache EpCAM exprimieren (Abbildung 3-6).

EpCAM-mini-LCL . ,
A13 Abbildung 3-6. EpCAM-Expression

an der Zelloberflache. Zellen der Ep-
CAM-mini-LCL A13 und der Wildtyp-
EBV-(B95.8)-LCL B3 vom selben
Spender wurden mit dem EpCAM-

Crunks
0 230 60 90 120 150

-
1c
spezifischen monoklonalen Antikor-

Wildtyp-EBV-LCL per C215 (starke Linie) oder einem
B3

240

Isotypkontroll-Antikdrper (diinne Li-
nie) gefarbt und im FACS analysiert.

Courks

1I'|1 1I'|2 n ir

EpCAM —>

3.1.4 Konstruktion eines pp65-mini-EBV-Plasmids

Das Phosphoprotein pp65 des humanen Cytomegalovirus (CMV) wurde als Beispiel
fur ein virales Antigen gewdhlt, das bei gesunden, virusinfizierten Normalspendern
eine starke MHC-I-restringierte T-Zellantwort und eine lebenslang hohe Zahl an
spezifischen Gedachtnis-T-Zellen induziert. Da Uber 50% der erwachsenen Normal-
bevdlkerung CMV-positiv sind, sind Spender mit CMV-spezifischem T-Zell-Gedéacht-
nis leicht zu finden. Da aufl3erdem fir pp65 ebenso wie fir latente EBV-Proteine
mehrere Uber verschiedene MHC-I-Allele restringierte T-Zell-Epitope bekannt sind,
ist die detaillierte epitopspezifische Analyse spezifischer T-Zellen mdglich. Daher er-
schien pp65 als Modellantigen fir die Evaluierung der mini-EBV-Methode zur

Generierung spezifischer T-Zellen am besten geeignet.
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Zur Konstruktion des entsprechenden mini-EBV-Plasmids wurde die Sequenz des
pp65-Gens aus dem CMV-Referenzstamm AD169 verwendet. Das Gen wurde zwi-
schen SV40-Promotor und Polyadenylierungsstelle des Expressionsvektors pSG-5
plaziert und von dort in ein tet-shuttle-Plasmid und anschlieend in das Standard-
mini-EBV-Plasmid 1478.A eingebaut. Das im Ergebnis erhaltene Plasmid, pp65mini-
EBV, wurde wie im folgenden beschrieben zur Generierung von mini-LCLs und auto-

logen T-Zellinien verwendet.

3.2 Generierung mini-EBV-immortalisierter B-Zellinen (mini-LCLS)

3.2.1 Herstellung infektioser mini-EBV-Virionen

Die Klonierung des gesamten EBV-Genoms in einen in E.coli propagierbaren Vektor
(Delecluse et al., 1998) machte es mdglich, durch gezielte genetische Modifikation
des EBV-Genoms eine Verpackungszellinie erster Generation fir EBV-Vektoren zu
konstruieren (Delecluse et al., 1999). Diese Zellinie, 293/TR"~, wurde durch stabile
Transfektion von humanen Nierenzellen der Linie HEK293 mit einem EBV-Genom
hergestellt, dem die zur Verpackung des Genoms in Viruspartikel nétigen ,terminal
repeats” (TR) fehlen. 293/TR™-Zellen sind zur spontanen Virusproduktion nicht beféa-
higt. Infektiose EBV-Partikel kdnnen erst gebildet werden, wenn die Zelle mit einem
verpackbaren, also TR enthaltenden EBV-Vektor, und einem Plasmid zur Uberex-
pression des viralen Faktors BZLF1 transfiziert wird. Daraufhin induziert BZLF1 den
lytischen Zyklus von EBV, das TR-negative EBV-Genom liefert die genetische Infor-
mation zur Synthese der Kapsidproteine und sonstiger lytischer Faktoren, und die
TR-positive EBV-Vektor-DNA wird in die neugebildeten Viruspartikel verpackt.
Dieses System eignet sich zur Verpackung von EBV-Vektoren verschiedener GrolRe
und Komplexitat, des klonierten EBV-Gesamtgenoms, von Minimalkonstrukten, die
lediglich die TR und den lytischen Replikationsursprung oriLyt enthalten, aber auch
der hier beschriebenen mini-EBV-Vektoren. Die rekombinanten Viruspartikel werden
in den Kulturiberstand freigesetzt. Bei Verwendung von mini-EBVs entstehen virus-
analoge, aber wildtypvirusfreie EBV-Partikel, die effizient primare B-Zellen infizieren

und immortalisieren.
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3.2.2 Generierung von pp65mini-LCLs

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Linie 293/TR™ erstmals zur Herstellung von mini-
LCLs verwendet, die ein Fremdantigen exprimieren. Es zeigte sich, dal’ diese Metho-
de zur effizienten Generierung wildtypvirusfreier mini-LCLs gut geeignet ist. Im Rah-
men von Optimierungsexperimenten erwies sich die Verwendung von Virion-Prapa-
raten als vorteilhaft, die durch Zentrifugation zehnfach aufkonzentriert worden waren.
Um das Risiko einer Kontamination der neu generierten mini-LCL mit einer Wildtyp-
LCL, die durch endogenes Virus des Spenders immortalisiert ist, zu minimieren, wur-
den die B-Zell-Infektionen fir jeden Spender in mehreren separaten Mikrokulturen
durchgefuhrt. Tabelle 3-1 zeigt die Effizienzen der Immortalisierung von priméaren B-
Zellen von 9 gesunden Spendern durch Kontroll-mini-EBV und pp65-mini-EBV-Vek-
toren nach dem optimierten Protokoll. Angegeben ist jeweils die Zahl der Mikrokultu-
ren (einzelner Gefal3e einer 96-well-Platte), aus denen eine immortalisierte Zellinie
auswuchs, und die Gesamtzahl der angesetzten Mikrokulturen. Wie ersichtlich, konn-
ten bei 8 von 9 Spendern pp65mini-LCLs, bei allen 9 Spendern Kontroll-mini-LCLs
und B95.8-LCLs generiert werden.

Donor pp65- Kontroll- ohne Wildtyp-EBV
mini-EBV mini-EBV Viruszugabe B95.8
MO 5/6 6/6 0/4 2/2
DW 5/6 6/6 0/4 2/2
MH 0/15 10/15 0/5 5/5
SL 5/15 8/15 0/5 5/5
PM 1/8 1/8 0/6 2/2
JS 6/8 8/8 0/6 2/2
DA 1/8 5/8 0/6 2/2
AX 4/8 718 0/6 2/2
SH 718 8/8 0/6 2/2

Tabelle 3-1. Immortalisierungseffizienz von B-Zellen verschiedener Spender mit mini-EBV-
Vektoren. Angegeben ist jeweils die Zahl der Mikrokulturen, aus denen proliferierende Zellen
expandiert werden konnten, und die Gesamtzahl angesetzter Kulturen. Pro Mikrokultur
wurde eine halbe Million PBMC eingesetzt, pro Spender also 9, 12 oder 20 Millionen. Zur

Gewinnung einer Million PBMC waren 0,5 ml bis 1 ml Blut notwendig.
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3.2.3 Mini-LCLs sind frei von Wildtyp-Virus

Um zu verifizieren, dalR die neu auswachsenden Zellinien nicht ganz oder teilweise
aus Zellen bestanden, die durch endogenes Wildtyp-EBV des Spenders immorta-
lisiert waren, wurde mit jeder zu weiteren Experimenten bestimmten mini-LCL eine
entsprechende PCR-Analyse durchgefiihrt. Dabei wurde die Anwesenheit von spezi-
fischen mini-EBV-Sequenzen aus dem Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen und
die Abwesenheit spezifischer, auf dem mini-EBV fehlender Wildtyp-EBV-Sequenzen,
namlich des Gens fir das virale Gykoprotein gp85, Uberprift. Abbildung 3-7 zeigt ein
Beispiel einer solchen Analyse, bei der eine von acht getesteten vermuteten mini-
LCLs eines erwachsenen Spenders Wildtyp-Sequenzen aufwies. Bei der Mehrheit
der erwachsenen Spender erwiesen sich alle getesteten mini-LCLs als frei von Wild-

typ-Virus.

Abbildung 3-7. PCR-Analyse aus DNA von
P1P2P3P4V1V2V3V4B1B2 zehn unabhangigen mini-EBV-infizierten B-
Zellinien aus peripheren Blutzellen eines ge-
sunden erwachsenen Spenders (Spender
C6). Die B95.8-Wildtyp-EBV-Linien B1 und

B2 zeigen eine Amplifikation eines Genab-

schnitts, der nur im Wildtyp-EBV vorkommt
(gp85). Die Zellinien P1 bis P4 und V1 bis V3
(P = pp65-mini-EBV-infiziert, V = Kontroll-
mini-EBV-infiziert) zeigen die Bande fiir das Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen (cam)
auf dem mini-EBV-Plasmid und sind daher virusfreie transformierte Zellinien, mini-LCLs.
Allein Zellinie V4 weist zusatzlich die Wildtyp-EBV-Sequenz auf, die auf endogenes EBV des
Spenders zurlickgeht. Linie V4 ist daher keine mini-LCL, sondern wahrscheinlich eine Misch-
population aus mini-EBV-infizierten und Wildtyp-EBV-infizierten Zellen. Linie V4 wurde daher

nicht weiterverwendet.

3.2.4 pp65 wird in mini-LCLs exprimiert

Die pp65-Expression in pp65mini-LCLs wurde durch western blot und intrazellulére
Immunfarbung mit FACS-Analyse untersucht. Abbildung 3-8 A zeigt im western blot
die Expression in einer pp65mini-LCL im Vergleich mit CMV-infizierten Fibroblasten,
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Kontroll-mini-LCL und Wildtyp-LCL. Erkennbar ist eine deutliche Bande bei P1, deren
Intensitat allerdings hinter der von CMV-infizierten Fibroblasten (die bekanntermal3en
pp65 sehr stark exprimieren) zuriickbleibt. In Abbildung 3-8 B werden die FACS-
Analysen zweier permeabilisierter und dann gegen pp65 gefarbter pp65mini-LCLs
mit zwei Kontroll-mini-LCLs und einer Wildtyp-LCL verglichen. Die Profile lassen
darauf schlieRen, daf} die Mehrzahl der Zellen in den pp65mini-LCLs tatsachlich das
pp65-Antigen exprimieren.

A Fib P1 V1 B1 Abbildung 3-8. Analyse der pp65-Pro-
teinexpression in pp65-mini-LCL-Linien.

- e A: Immunblot-Analyse einer pp65-mini-

LCL (P1), einer Basisvektor-mini-LCL
(V1) und einer Wildtyp(B95.8)-LCL (B1),
generiert aus B-Zellen desselben Spen-
i ders (A31) und gefarbt mit dem pp65-

spezifischen Antikérper 981 (Biodesign).
Als Positivkontrolle dienen HCMV-infi-

zierte primare Fibroblasten (Fib). B:

Soairks
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Intrazellulare Immunfluoreszenzanalyse
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3.25 pp65mMIini-LCLs exprimieren HLA Klasse | und Il, Kostimulatoren und

Adhéasionsmolekiile

Verschiedene virale Gene des Cytomegalovirus unterdriicken gezielt die MHC-
Klasse-I- und -lI-restringierte Antigenprasentation in infizierten Zellen (Ploegh, 1998).
Gilbert et al. beschrieben 1996, da? das HCMV-Protein pp65 spezifisch die Antigen-
prozessierung und Prasentation eines anderen HCMV-Proteins, des immediate-
early-Proteins IE1, unterdriickt. Diese Beobachtung wurde bei humanen Fibroblasten
gemacht, die mit dem HCMV-Laborstamm AD169 infiziert wurden; solche Zellen
exprimieren sehr stark pp65. Es ist noch offen, ob bei anderen T-Zell-Antigenen oder
anderen zellularen Systemen ebenfalls eine Unterdriickung der Prozessierung und
Prasentation durch pp65 mdoglich ist. In vivo wird namlich trotz alledem eine durchaus
starke IE1-spezifische, Klasse-I-restringierte zellulare Immunantwort hervorgerufen
(Gyulai et al., 2000; Kern et al., 1999).
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Abbildung 3-9. Expression von Oberflachenmolekiilen, die fiir die T-Zell-Stimulation wichtig
sind, auf pp65mini-LCLs. Die Expression von MHC (HLA) Klasse | und Il, der kostimulatori-
schen Molekile B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) und der Adh&sionsmolekiile ICAM-1(CD54),
LFA-1 (CD11a) und LFA-3 (CD58) auf einer pp65mini-LCL, einer Kontroll-mini-LCL und einer
Wildtyp-(B95.8)-mini-LCL wurde durch Farbung vitaler Zellen mit monoklonalen Antikoérpern
und FACS-Analyse ermittelt. Die starke Linie in jedem Diagramm reprasentiert die Farbung
mit dem jeweiligen spezifischen Antikdrper, die dunne Linie die Farbung mit einem

irrelevanten Kontroll-Antikorper.
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Da die Diskussion um immuninterferierende Eigenschaften von pp65 andauert,
erschien es wichtig, zu zeigen, dal3 die konstitutive Expression von pp65 in mini-
LCLs nicht das Expressionsmuster von Oberflachenproteinen verandert, die fur die
HLA-restringierte Antigenprasentation bedeutsam sind. Daher wurde bei pp65-mini-
LCLs, Kontroll-mini-LCLs und Wildtyp-EBV-LCLs die Expression von HLA Klasse |
und Il, B7.1 und B7.2, ICAM-1, LFA-1 und LFA-3 untersucht. Wie Abbildung 3-9
zeigt, sind alle diese Membranmolekile auf pp65mini-LCLs ebenso wie auf den zu
Kontrolle herangezogenen Zellinien deutlich bis stark exprimiert. Dies sprach dafur,
dal3 pp65mini-LCLs &hnlich gut fur die antigenspezifische T-Zell-Stimulation geeignet
sein konnten wie Standard-(Wildtyp)-LCLs.

3.3 Reaktivierung von pp65-spezifischen T-Zellen

T-Zellen lassen sich nur kontinuierlich in Kultur halten, wenn verschiedene Anforde-
rungen erfillt sind. Zur Selektion von antigenspezifischen T-Zellen aus einer ge-
mischten Population, etwa aus frischen mononukleéren Blutzellen (PBMC), ist die
Stimulation mit spezifischem Antigen nétig, in Form eines Komplexes aus spezifi-
schem antigenem Peptid und MHC-Molekil. Im optimalen Fall wird dieser Komplex
auf der Oberflache einer professionellen antigenprésentierenden Zelle angeboten.
Zusatzlich bendétigen T-Zellen bei fortgesetzter Kultivierung die Zugabe von Interleu-
kin-2 zum Medium und sind von weiteren noch nicht vollstdndig charakterisierten
Faktoren abhangig. Diese Faktoren kénnen von frisch praparierten mononukleéren
Blutzellen bereitgestellt werden, daher gibt man sie haufig als feeder-Zellen zur T-
Zell-Kultur hinzu. Alternativ eignen sich als feeder aber auch EBV-immortalisierte B-
Zellinien, LCLs. Da LCLs gleichzeitig effektive antigenprasentierende Funktion haben
und spezifische EBV-Antigene exprimieren, gegen die bei EBV-positiven Spendern
ein stark ausgepragtes T-Zell-Gedachtnis vorliegt, ist die Reaktivierung und Expan-
sion EBV-spezifischer T-Zellen in einfacher Weise im Zwei-Komponenten-System
maoglich, namlich mit LCLs als Stimulatoren und PBMC als Responsoren. Lediglich
Interleukin-2, als unentbehrlicher T-Zell-Wachstumsfaktor, muf3 in einem solchen
System noch hinzugefugt werden. Im Verlaufe wiederholter Restimulation mit LCLs
entwickelt sich aus einem solchen Ansatz bald eine spezifische T-Zell-Kultur, in der,
in Abhangigkeit von der Ausgangssituation beim Spender, verschiedene EBV-

Antigenspezifitaiten vertreten sind. Im folgenden wurde untersucht, ob sich in
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Analogie zu diesem System pp65-spezifische mini-LCLs zur Generierung von pp65-
spezifischen zytotoxischen T-Zell-Kulturen eignen.

3.3.1 Mit pp65mini-LCLs kénnen T-Zellinien stimuliert und expandiert werden

Die Experimente zur Generierung von T-Zellinien durch pp65mini-LCL-Stimulation
wurden auf der Basis von Protokollen durchgefihrt, die sich bereits bei der Generie-
rung von EBV-spezifischen T-Zellinien fur die Anwendung in der adoptiven Immun-
therapie, also der Transfusion von T-Zellen in Patienten, bewéhrt hatten (Roskrow et
al., 1998). Die einzige, allerdings grundlegende Veranderung bestand darin, dai
Standard-LCLs als Stimulatoren durch pp65mini-LCLs ersetzt wurden. Bei der Me-
thode werden frische oder kryokonservierte PBMC am ersten Tag, an Tag 10 und
daraufhin alle 7 Tage durch Zugabe frischer autologer pp65mini-LCL-Zellen stimu-
liert. Vor der Zugabe werden die mini-LCL-Zellen radioaktiv bestrahlt, um ihre weitere

Proliferation zu verhindern.

log,q (Zellzahl)

7-0 1 1 1 1
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Abbildung 3-10. Proliferation von pp65mini-LCL-stimulierten T-Zellinien. Aus kryokonser-
vierten mononukleéren Blutzellen aus ,buffy coats" von drei anonymen Spendern, f14, f16
und f22, wurden durch Restimulation mit der autologen pp65mini-LCL T-Zellinien generiert.
Bei der Restimulation wurden Trypanblau-exkludierende Zellen in einer Neubauer-Kammer
gezahlt und durch Vergleich mit der fur die vorige Stimulationsrunde eingesetzten Zellzahl
die jeweilige Proliferationsrate errechnet. Quadrate: Spender f14; Rauten: Spender f16; Drei-

ecke: Spender f22.
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Bei der erstmaligen Durchflihrung dieser Prozedur mit pp65mini-LCLs wurden kryo-
konservierte PBMC aus drei buffy coats verwendet, Leukozytenkonzentraten aus der
Blutspende eines anonymen Spenders. In allen drei Fallen konnte so eine proliferie-
rende T-Zellinie generiert werden. Abbildung 3-10 zeigt die errechnete Zunahme der

Zellzahl wahrend des Kultivierungszeitraums.

3.3.2 pp65mMIini-LCL-stimulierte T-Zellinien sind zytotoxisch aktiv und lysieren

pp65mini-LCLS

Die antigenspezifische Lyse von Zellen, die das Zielantigen exprimieren, ist die wich-
tigste Effektorfunktion von zytotoxischen T-Zellen. Zur Messung antigenspezifischer
Zytotoxizitat wird in der Regel eine geeignete Zellpopulation, die das fragliche Anti-
gen exprimiert (Zielzelle oder Target), mit einem Markierungsreagenz behandelt, das
nur im Falle des Zelltodes beim daraufhin erfolgenden Zerfall der Zellmembran wie-
der freigesetzt werden kann. Die T-Zellen (Effektoren) und Zielzellen werden zusam-
men inkubiert. Wahrend der mehrstiindigen Kokultivierungszeit werden die Zielzellen
zytotoxisch angegriffen und setzen die Markierung frei. Anschlieend kann die frei-
gesetzte Markierung im Zelluberstand quantifiziert werden. Bei der klassischen Met-
hode, der Chrom-Freisetzung (chromium release), werden die Zielzellen zur Markie-
rung mit I6slichem radioaktivem Chrom-51 in Form von Dichromat behandelt, und
nach dem Experiment wird die Zahl radioaktiver Zerfalle im Uberstand gemessen.
Eine nichtradioaktive Alternative dazu ist die TDA-Freisetzung (Blomberg et al.,
1996). Anstelle von Chrom-51 wird hierbei der organische Chelatligand BATDA zur
Markierung eingesetzt. Im Zellinnern wird BATDA zu TDA hydrolysiert, das die Mem-
bran nicht mehr passieren kann, in der Zelle verbleibt und nur bei Zellyse wieder frei-
gesetzt wird. Das in den Zelliberstand freigesetzte TDA wird quantifiziert, indem man
es mit Europium(lll)-lonen umsetzt. Dabei bildet sich ein Chelatkomplex, der eine
charakteristische Fluoreszenz mit langer Zerfallszeit hat, die seinen quantitativen

Nachweis durch zeitaufgeldste Fluorometrie erméglicht.
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gRazZMEChHE Lyse

Abbildung 3-11. Zytotoxische Aktivitdt von pp65mini-LCL-stimulierten T-Zellinien dreier
zufallig ausgewahlter Normalspender. Die Lyse von autologen pp65mini-LCLs (Rauten) und
autologen Kontroll-mini-LCLs (Quadrate) wurde durch TDA-Freisetzung untersucht. Die T-

Zellinien befanden sich an Kultivierungstag 17.

Nach 17 Tagen in Kultur wurde erstmals die Zytotoxizitat der drei in Abbildung 3-10
gezeigten pp65mini-LCL-stimulierten T-Zellinien zuféllig ausgewahlter Blutspender
untersucht. Als Zielzellen im TDA-Freisetzungsexperiment dienten jeweils die auto-
loge pp65mini-LCL und die autologe Kontroll-mini-LCL. Abbildung 3-11 zeigt das Er-
gebnis: zwei der drei T-Zellinien (f14 und f22) zeigten eine starke Lyse von autologen
pp65mini-LCLs und eine weit schwacher ausgepragte, aber deutliche Lyse von auto-
logen Kontroll-mini-LCLs; eine der drei T-Zellinien (f16) zeigte eine mittelstark ausge-
pragte Lyse sowohl von pp65mini-LCLs als auch von Kontroll-mini-LCLs. Da die Zahl
reaktivierbarer pp65-spezifischer Gedachtnis-T-Zellen bei gesunden CMV-Positiven
grof3 ist (Gillespie et al., 2000), legt der klare Unterschied zwischen f14 und f22
einerseits und f16 andererseits unmittelbar die Interpretation nahe, dal3 die Spender
f14 und f22 CMV-positiv waren und ein pp65-spezifisches T-Zell-Gedachtnis hatten.
Durch Reaktivierung von pp65-spezifischen T-Zellen in vitro erhielten die T-Zellinien
dieser beiden Spender infolgedessen eine starke pp65-spezifische Zytotoxizitat. Im
Gegensatz dazu enthielt die T-Zellinie von Spender f16 keine starke pp65-spezifi-
sche Komponente und koénnte daher von einem CMV-negativen Spender stammen.
Die T-Zellinien aller drei Spender wiesen eine Reaktivitdt auch gegentber Kontroll-
mini-LCLs auf, die auf eine EBV-spezifische T-Zell-Reaktivierung und damit eine
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EBV-Positivitdt aller drei Spender hindeuten konnte. Diese Interpretationen
erscheinen statistisch plausibel, da 50-60% der Erwachsenen CMV-positiv, aber tber
95% EBV-positiv sind. Um diese Interpretation zu tUberprifen, wurden in einer weiter
unten beschriebenen Serie von Experimenten T-Zellinien von Spendern mit definier-
tem CMV- und EBV-Status untersucht.

3.3.3 pp65-reaktive T-Zellinien werden von CD8"-T-Zellen dominiert

Eine phanotypische Analyse der pp65-reaktiven T-Zellinien f14 und f22 erbrachte
das Ergebnis, dalR bei beiden Zellinien CD8-positive T-Zellen dominierten, aber in
geringerem MalR auch CD4-positive T-Zellen vorhanden waren, wie Abbildung 3-12

zeigt.
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Abbildung 3-12. Phanotyp der pp65-reaktiven T-Zellinien der Spender f14 und f22. Die
Doppelfarbung mit monoklonalen fluoreszenzfarbstoffkonjugierten CD4- und CD8-Antikor-
pern wurde am Kultivierungstag 33 durchgefiihrt. In der Ecke der Diagramme sind die Anteile
der in jedem Quadranten des Diagramms liegenden Zellen in Prozent der Gesamtzahl aufge-
fuhrt.

3.3.4 TDA-Freisetzung und Chrom-Freisetzung sind vergleichbar

Um die durch TDA-Freisetzung gezeigte pp65-Reaktivitat der beiden pp65mini-LCL-
stimulierten T-Zellinien der Spender f14 und f22 durch eine andere Methode zu be-
statigen, wurde am Kultivierungstag 24 ein Zytotoxizitatstest durch Chrom-Freiset-
zung durchgefuhrt. Wie Abbildung 3-13 zeigt, bestatigte sich die starkere Zytotoxi-
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zitdt gegentber pp65mini-LCLs im Vergleich zu Kontroll-mini-LCLs; die Reaktivitat
der T-Zellinie f14 gegen die Kontroll-mini-LCL war gegenuber Tag 17 (vergl. Abbil-
dung 3-11) noch weiter abgesunken, die pp65-Spezifitat daher noch ausgepragter

geworden.
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Abbildung 3-13. Zytotoxische Aktivitat von pp65mini-LCL-stimulierten T-Zellinien der Spen-
der f14 und 22, ermittelt durch Chrom-Freisetzung aus autologen pp65mini-LCLs (Rauten)

und autologen Kontroll-mini-LCLs (offene Quadrate) an Kultivierungstag 24.

3.3.5 Unabhangig generierte mini-LCLs haben als Zielzellen gleiche

Eigenschaften

Bei der Generierung von mini-LCLs durch mini-EBV-Immortalisation waren wegen
der verhaltnismafig geringen Infektionseffizienz vermutlich oligoklonale, im Extrem-
fall monoklonale mini-LCLs entstanden. Daher war nicht auszuschlieen, daf even-
tuelle klonspezifische phanotypische Unterschiede zwischen verschiedenen mini-
LCLs bei ihrer Verwendung als Zielzellen in Zytotoxizitatsexperimenten die Ergebnis-
se beeinflussen konnten. Daher wurde durch TDA-Freisetzung die zytotoxische Akti-
vitdt pp65-reaktiver T-Zellinien gegeniber verschiedenen unabhéngigen pp65mini-
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LCLs, Kontroll-mini-LCLs und Standard-LCLs (infiziert mit EBV-Wildtyp B95.8) mit-
einander verglichen. Abbildung 3-14 zeigt, dall zwei unabhangig generierte
pp65mini-LCLs von Spender f22 durch die autologe T-Zellinie (Kultivierungstag 33)
vergleichbar stark lysiert wurden. Viel schwéacher, aber wiederum untereinander ver-
gleichbar stark, wurden zwei unabhangige Kontroll-mini-LCLs und eine Standard-
LCL zytotoxisch angegriffen. Offenbar sind also unabhangig generierte mini-LCLs,
die mit dem gleichen mini-EBV generiert wurden, in Hinsicht ihrer Antigenprasenta-
tion untereinander vergleichbar, und die Présentation der latenten EBV-Antigene, die
die Zytotoxizitat gegenuber Wildtyp-LCLs hervorruft, bewirkt auch die vergleichbar

starke Lyse von Kontroll-mini-LCLs.

Keinerlei zytotoxische Aktivitat war erkennbar gegenuber den HLA-Klasse-I-negati-
ven K562-Zellen, die als sensitive Zielzellen zum Nachweis einer zytotoxischen Akti-
vitat von natural-killer-Zellen (NK-Zellen) viel verwendet werden. Eine solche Aktivitat
lag also nicht vor, wogegen auch der sehr geringe Anteil von CD8 CD4 -Zellen in der
untersuchten T-Zellinie von 22 spricht (vergl. Abbildung 3-12).
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Abbildung 3-14. Zytotoxische Aktivitdt von pp65mini-LCL-stimulierten T-Zellen des Donors
f22 gegeniber autologen B-Zellinien (pp65mini-LCLs, Kontroll-mini-LCLs und einer Stan-
dard-LCL) und der Zellinie K562. Gezeigt ist ein TDA-Freisetzungsexperiment an Kultivie-

rungstag 33 der T-Zell-Population.
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3.3.6 Allogene HLA-inkompatible mini-LCLs werden nicht lysiert

Die antigenspezifische Reaktivitit von CD8"-T-Zellen ist HLA-Klasse-I-restringiert.
Um dies fur die vorliegenden T-Zellinien zu Gberprifen, wurden Zytotoxizitatsexperi-
mente mit allogenen mini-LCLs als Zielzellen durchgefihrt. Abbildung 3-15 zeigt
Experimente, bei denen die T-Zellinien der Spender f14 und f22 mit autologen mini-
LCLs und mini-LCLs des jeweils anderen Spenders zur Reaktion gebracht wurden.
Diese beiden Spender sind HLA-A- und HLA-B-inkompatibel (Spender f14: HLA-A1,
A2, B13, B62, Cw3, Cw7; Spender f22: HLA-A11l, A26, B49, B53, Cw4, Cw?7).
Autologe pp65mini-LCLs wurden in beiden Fallen, wie zuvor gezeigt, stark zytoto-
xisch angegriffen. Die Reaktivitat gegeniber autologen Kontroll-mini-LCLs war merk-
lich schwéacher, aber dennoch deutlich ausgepragt. Gegentiber den allogenen, HLA-
inkompatiblen pp65- und Kontroll-mini-LCLs war dagegen keine Reaktivitat detek-
tierbar. Diese Ergebnisse deuten klar darauf hin, da® beide untersuchten T-Zellinien
Klasse-I-restringiert sind. Dies gilt sowohl fir die EBV-spezifische Reaktivitat, die fur
die Lyse der Kontroll-mini-LCLs verantwortlich ist und auch zur Lyse von pp65mini-
LCLs beitragt, als auch fur die Reaktivitat gegentber pp65, die zur verstarkten Lyse
von pp65mini-LCLs gegentber Kontroll-mini-LCLs fuhrt.
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Abbildung 3-15. Zytotoxische Aktivitat der pp65-reaktiven T-Zellinien der Spender f14 und
f22 gegentber pp65mini-LCLs (Rauten) und Kontroll-mini-LCLs (offene Quadrate) desselben
und des jeweils anderen Spenders. Gezeigt sind zwei Chrom-Freisetzungsexperimente,
eines an Kultivierungstag 42 der T-Zellinie f14 und eines an Kultivierungstag 62 der T-
Zellinie f22.
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3.3.7 pp65mMIini-LCL-stimulierte T-Zellen bleiben bei Langzeitkultivierung

pp65-reaktiv

Ein Vergleich der Lyseaktivitaten der T-Zellinie von f22 an Tag 62 gegenuber autolo-
gen Zielzellen (Abbildung 3-15, drittes Diagramm von links) mit den in Abbildung 3-
14 gezeigten Aktivitaten an Kultivierungstag 33 zeigt, daf die zytotoxische Aktivitat
wahrend der fortgesetzten Expansion der T-Zellinie nach Tag 33 konstant hoch blieb.
Das entsprechende Experiment mit der Zellinie von Donor f14, an Kultivierungstag
60 dieser T-Zellinie, ist in Abbildung 3-16 dargestellt. Bei beiden T-Zellinien blieb die
ausgepréagte pp65-spezifische Zytotoxizitat bei fortlaufender achtwdchiger Kultivie-

rung erhalten.
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3.3.8 pp65-reaktive T-Zellinien sezernieren antigenspezifisch Interferon-g

Eine der wichtigsten T-Zell-Effektorfunktionen ist die Sekretion von Interferon-gnach
Aktivierung durch Antigenkontakt. Im Interferon-g-Einfang-Experiment (capture
assay, secretion assay) wird die quantitative Erfassung der Interferon-sezernieren-
den Zellen ermdglicht. Dazu werden die T-Zellen nach spezifischer Stimulation zu-
nachst mit einem bispezifischen Antikérper beladen, der tUber einen CD45-spezifi-



ERGEBNISSE 59

schen Arm an die Zelle bindet; der andere, Interferon-g-spezifische Arm kann Inter-
feron-g auf der Zelloberflache einfangen. Bei geeigneter Wahl der Versuchsbedin-
gungen, insbesondere gentigend hoher Verdinnung der Zellen, stammt das einge-
fangene Interferon-g Uberwiegend von derselben Zelle, auf deren Oberflache es an-
schlieRend gebunden wird. Durch einen weiteren, fir ein anderes Interferon-g-Epitop
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikorper wird das an die Zelle gebundene In-
terferon sichtbar gemacht und so die sekretierende Zelle gefarbt. Die Analyse erfolgt
durchflul3zytometrisch.

Abbildung 3-17. Antigenspezifische Interferon-
g-Sekretion durch eine pp65mini-LCL-generierte

CO8FITC

T-Zellinie. Die T-Zelllinie von Spender 22, ge-

neriert durch Stimulation mit der pp65mini-LCL,

wurde an Kaultivierungstag 50 16 Stunden lang

mit der autologen pp65-mini-LCL (oben) oder der

autologen Kontroll-mini-LCL (Mitte) im Zahlen-
verhdltnis T:LCL von 4:1 koinkubiert oder ohne
Zugabe einer Stimulatorzelle belassen (unten).

AnschlieBend wurden Interferon-g-sekretierende

CDSFITC

Zellen durch Interferon-g-Einfang geféarbt und im

DurchfluRzytometer analysiert.

COSFITC
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In Abbildung 3-17 sind die Ergebnisse eines solchen Experiments gezeigt. Zur
Stimulation wurden autologe pp65mini-LCLs oder Kontroll-mini-LCLs zu den T-Zellen
gegeben, in einem weiteren Kontrollansatz wurden die T-Zellen ohne Stimulatoren
belassen. Durch Stimulation mit der pp65mini-LCL wurde die Mehrheit (78%) der T-
Zellen zur Interferon-Sekretion angeregt; nur bei einer Minderheit der T-Zellen (20%)
war das bei Stimulation mit der Kontroll-mini-LCL der Fall. Ein solches Experiment
sollte insbesondere bei einer Aktivierung eines grof3en Teils der Zellen (wie hier bei
der Stimulation mit pp65mini-LCL) nicht exakt quantitativ ausgewertet werden, da
bystander-Effekte, bei denen nichtspezifische Zellen indirekt mitaktiviert werden,
nicht auszuschlieRen sind. Dennoch kann das Experiment als semiquantitativer Hin-
weis gewertet werden, dal3 in der untersuchten T-Zellinie ein grof3er Anteil pp65-spe-
zifischer Effektor-T-Zellen und ein geringerer Anteil EBV-spezifischer T-Zellen vorlag.

3.3.9 pp65mMIni-LCLs reaktivieren pp65-reaktive T-Zellen nur aus CMV-

positiven Spendern

Die bisherigen Experimente wiesen eindeutig auf die erfolgreiche Reaktivierung einer
starken pp65-spezifischen zytotoxischen T-Zell-Antwort durch pp65mini-LCLs hin. Da
die bisherigen Ergebnisse auf der T-Zell-Reaktivierung aus buffy coats zufallig aus-
gewahlter anonymer Spender beruhten und daher deren CMV- und EBV-Infektions-
status nicht bekannt war, konnte die Effizienz der Generierung pp65-spezifischer und
EBV-spezifischer T-Zellen nicht zweifelsfrei zur Ausgangssituation der Spender in
Beziehung gesetzt werden. Des weiteren erschien es vorteilhaft, mit einigen Spen-
dern zu arbeiten, bei denen schon Einzelheiten Gber immundominante in-vivo-CMV-
oder EBV-Reaktivitaten auf Epitopebene bekannt waren. Insbesondere sollten
Spender herangezogen werden, bei denen der zeitliche Verlauf der Reaktivierung
und Expansion von T-Zellen verschiedener Epitopspezifitat durch Analyse der pp65-
mini-LCL-stimulierten T-Zellinie mit HLA/Peptid-Tetrameren verfolgt werden konnte.
Daher wurden in Zusammenarbeit mit dem Institute for Cancer Studies, Birmingham,
neun weitere Spender ausgewahlt. Der CMV- und EBV-Serostatus dieser Spender
war bekannt, die Spender waren HLA-Klasse-I-typisiert, und zu einigen Spendern

lagen bereits Erkenntnisse in bezug auf vorhandene immundominante pp65- und
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EBV-Reaktivitaten vor. Bei acht dieser Spender gelang die Generierung von pp65-
mini-LCLs und Kontroll-LCLs, und bei allen diesen acht Spendern wurde die T-Zell-
Reaktivierung durch pp65mini-LCL-Stimulation untersucht. Tabelle 3-2 (Seite 64) in-
formiert Uber die zu Beginn dieser Arbeiten bereits bekannten Charakteristika dieser
Spender.

Donor MO (CMV+/EBV-) Donor AX (CMV-/EBV+)
——pp65mini-LCL —8—pp65mini-LCL
—a—Kontroll-mini-LCL —O0—Kontroll-mini-LCL
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Abbildung 3-18. Proliferation von T-Zellkulturen der Spender MO und AX. An den angege-
benen Tagen wurde jeweils mit der autologen pp65mini-LCL (Rauten) oder der Kontroll-mini-
LCL (Quadrate) restimuliert.

Um die Reaktivierung CMV- und EBV-spezifischer T-Zellen separat untersuchen zu
kénnen, konzentrierten sich die ersten Experimente dieses Teils meiner Arbeiten auf
den CMV-positiven/EBV-negativen Spender MO und den CMV-negativen/EBV-positi-
ven Spender AX. Aus PBMC beider Spender wurden jeweils eine pp65mini-LCL-sti-
mulierte T-Zellkultur und eine Kontroll-mini-LCL-stimulierte T-Zellkultur nach dem be-
reits fur die ersten T-Zellinien erprobten Protokoll generiert. Abbildung 3-18 zeigt das
Proliferationsverhalten dieser Kulturen; ab der dritten Stimulation stieg die Gesamt-
zellzahl in den T-Zellkulturen beider Spender wieder an. Da mittlerweile ein groR3eres
Sortiment an pp65mini-LCLs und Kontroll-mini-LCLs verschiedener Spender zur Ver-
fugung stand, konnten zur Analyse der HLA-Restriktion einer T-Zellkultur neben
autologen und vollstdndig HLA-Klasse-I-inkompatiblen (mismatched) mini-LCLs ver-
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schiedene partiell HLA-Klasse-I-kompatible (matched) mini-LCLs als Zielzellen ver-
wendet werden, und zwar jeweils paarweise die pp65mini-LCL und die entsprechen-
de Kontroll-mini-LCL.

Abbildung 3-19 zeigt die zytotoxischen Aktivitaten dieser T-Zellkulturen. Die pp65-
mini-LCL-stimulierten T-Zellen des CMV-negativen/EBV-positiven Spenders AX
lysierten pp65-mini-LCLs jeweils gleich stark wie entsprechende Kontroll-mini-LCLs
(Abbildung 3-19 rechts oben). Ebenso verhielten sich die Kontroll-mini-LCL-
stimulierten T-Zellen desselben Spenders (Abbildung 3-19 rechts unten). Da beim
Spender AX von einer EBV-spezifischen, nicht aber pp65-spezifischen T-Zell-Antwort
auszugehen ist, zeigt dieses Ergebnis, da? pp65-mini-LCLs ebenso gute Stimu-
latoren und ebenso gute Zielzellen der EBV-spezifischen T-Zell-Antwort sind wie
Kontroll-mini-LCLs. Die Lyseaktivitat nahm mit dem AusmaR der HLA-Ubereinstim-
mung ab: auch das war fir eine EBV-spezifische CD8"-T-Zell-Antwort zu erwarten.
Beim EBV-negativen, CMV-positiven Spender MO zeigten die Kontroll-mini-LCL-
stimulierten T-Zellen (Abbildung 3-19 links unten) ein nichtspezifisches Lyseverhalten
ohne offensichtliche Anzeichen einer HLA-restringierten Lyse; das ist typisch fur
LCL-stimulierte T-Zellen von EBV-negativen Spendern (Gustafsson et al., 2000).
Anders war das Bild bei den pp65mini-LCL-stimulierten T-Zellen von Spender MO
(Abbildung 3-19 links oben): die nichtspezifische Aktivitat fehlte hier, und es zeigte
sich eine klare pp65-spezifische Zytotoxizitat gegenlber autologen und gegenlber
HLA-A2/B35-kompatiblen pp65-exprimierenden Zielzellen.
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Abbildung 3-19. Zytotoxische Reaktivitdten von T-Zellkulturen der Spender MO und AX. Gezeigt
ist ein Chrom-Freisetzungsexperiment an Tag 27 (Spender MO, CMV+, EBV-) bzw. Tag 24
(Spender AX, CMV—, EBV+). Als Zielzellen wurden Paare von pp65mini-LCLs und Kontroll-mini-

LCLs verwendet. Bei allogenen Zielzellen sind alle gemeinsamen HLA-A- und B-Allele angegeben.




Tabelle 3-2. Ubersicht Uber HLA-Typ, Virusstatus und bekannte Epitopreaktivitaten
der untersuchten Spender und verwendeten Zellinien. Néheres Uber die genannten
Epitope findet sich in Tabelle 3-3.

Spender HLA-A HLA-B HLA-C EBV- CMV- EBV-Epitope pp65-
Serostatus  aus latenten Proteinen  Epitope

Spender mit charakterisiertem Infektionsstatus

RT A2, A24 B2705, B35 Cw2, Cw4 + + YPS, RRIY, HPV, CLG IPS, NLV

DW A2, A3 B7, B8 Cw7 + + LLW, FLR, QAK

SL Al, A2 B16, B40 Cw3 + + IED, LLW NLV

PM A2 B7, B13 + + NLV

JS A2 B15, B52 C0304, C1202 + +

MO A2, All B35, B44 Cw4, Cwls - + NLV, IPS

AX A2, A32 B27 Cwl, Cw9 + -

SH A2 B27, B44 + -

Uncharakterisierte Spender

f14 Al, A2 B13, B62 Cw3, Cw7

f16 Al, A23 B8, B44

f22 All, A26 B49, B53 Cw4, Cw7

HB Al, A2 B8, B60(40) Cwi15, Cwl7

C6 A3, A68 B18, B44 Cw7

Fibroblasten-Linien

MRC-5 A2, A29 B13, B44 Cwé6

KATS A2, All B35, B40

ALIL A3 B15, B2705 Cwl, C0702

IRIR A24, A32 B51, B55 C0701, C1203

JILB Al B7, B8
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Tabelle 3-3. In dieser Arbeit diskutierte CD8"-T-Zell-Epitope

Epitop Sequenz Protein  Amino-  HLA- Referenz
saure Restr.

pp65-Epitope

NLV NLVPMVATV pp65 493-502 A2 (Wills et al., 1996)
TPR TPRVTGGGAM pp65 417-426  B7 (Wills et al., 1996)
IPS IPSINVHHY pp65 123-131 B35 (Gavin et al., 1993)

EBV-Epitope aus Genprodukten des latenten Zyklus

CLG CLGGLLTMV LMP2 426-434 A2 (Lee et al., 1993)

LLW LLWTLVVLL LMP2 329-337 A2 (Lee et al., 1997)

FLR FLRGRAYGL EBNA3A 325-333 B8 (Burrows et al., 1992)

QAK QAKWRLQTL EBNA3A 158-166 B8 (Rickinson und Moss, 1997)
RRIY RRIYDLIEL EBNA3C 258-266 B27 (Brooks et al., 1998)

HPV HPVGEADYFEY EBNAl 407-417 B35 (Blake et al., 1997)
YPL YPLHEQHGM EBNA3A 458-466 B35 (Rickinson und Moss, 1997)
IED IEDPPFNSL LMP2 200-208 B60(40) (Lee etal., 1997)

3.3.10 pp65-reaktive T-Zellinien lysieren CMV-infizierte, pp65-Vaccinia-

infizierte und pp65-Peptid-gepulste Fibroblasten

Um die pp65-spezifische Reaktivitat in einem unabhéngigen System zu verifizieren,
wurde die spezifische Lyse von CMV-infizierten Fibroblasten durch pp65mini-LCL-sti-
mulierte T-Zellen des Spenders MO untersucht. Fibroblasten sind diejenigen Zellen,
die die CMV-Infektion und Replikation in vitro am besten unterstiitzen. Nach CMV-
Infektion wird pp65 stark exprimiert, und die infizierten Fibroblasten werden einer
Lyse durch pp65-spezifische T-Zellen zuganglich. Das System hat den zusatzlichen
Vorteil, da3 die Analyse der nur gegen CMV-Antigen gerichteten Zytotoxizitdt mog-
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lich wird, ohne dal3 wie bei pp65mini-LCLs die EBV-spezifische Reaktivitat zur Lyse
beitragt und durch Vergleich mit einer Kontroll-mini-LCL abgeschatzt werden muf3.
Allerdings sind die erreichbaren maximalen Lyseraten bei diesem System erfah-
rungsgemal etwas geringer als bei Verwendung von potenteren antigenprasentie-
renden Zellen wie mini-LCLs als Zielzellen. Da im Falle des Spenders MO mit einer
durch HLA-A2 und HLA-B35 restringierten pp65-Spezifitdt gerechnet wurde, wie
auch die Lyse A2/B35-kompatibler allogener pp65mini-LCLs zeigte (siehe Abbildung
3-19), wurden HLA-A2/B35-positive Fibroblasten verwendet. Eine weitere sehr effi-
ziente generelle Mdglichkeit, die hohe Expression eines Antigens in verschiedenen
Zielzellen zu erreichen, bieten rekombinante Vacciniaviren. Da ein pp65-exprimieren-
des Vacciniavirus (vvpp65) verfigbar war (freundlicherweise bereitgestellt von N.
Blake, Birmingham), wurden vvpp65-infizierte Fibroblasten ebenfalls als Zielzellen
eingesetzt. Als dritte Moglichkeit der Bereitstellung des Antigens im zellularen Kon-
text wurden Fibroblasten unmittelbar mit Peptiden beladen (,gepulst®), die immun-
dominante A2- und B35-restringierte pp65-Epitope darstellen, ndmlich NLV (NLVPM-
VATV, pp65[495-503], A2-restringiert) und IPS (IPSINVHHY, pp65[123-131], B35-
restringiert). Zur Kontrolle wurden in analoger Weise antigene Peptide aus latenten
EBV-Proteinen verwendet, ndmlich das immundominante B35-restringierte EBNA3A-
Epitop YPL (YPLHEQHGM, EBNASA [458-466]) und das subdominante A2-restrin-
gierte LMP2-Epitop CLG (CLGGLLTMV, LMP2 [426-434]).

Wie in Abbildung 3-20 (oben) gezeigt, wurden von pp65mini-LCL-stimulierten T-
Zellen die mit pp65-Peptiden gepulsten Fibroblasten signifikant lysiert, wobei NLV vor
IPS rangierte, nicht aber die mit EBV-Peptiden gepulsten Zellen. CMV-infizierte und
vvpp65-infizierte Zielzellen wurden ebenfalls lysiert, nicht aber uninfizierte und Kon-
troll-Vacciniavirus-infizierte Zielzellen. Kontroll-mini-LCL-stimulierte T-Zellen zeigten
dagegen keine signifikante Aktivitat gegentber gepulsten oder infizierten Zielzellen
(Abbildung 3-20 unten). Diese Ergebnisse bestatigten die Spezifitdt der pp65mini-
LCL-stimulierten T-Zellinie aus Donor MO fir das Antigen pp65 und dessen Epitope
NLV und IPS und fuhrten im néchsten Schritt zur Frage nach der Quantifizierung der

T-Zellen mit diesen Spezifitaten.
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Abbildung 3-20. Lyse von Peptid-gepulsten, CMV-infizierten und pp65-Vaccinia-infizierten
Fibroblasten. Gezeigt ist die zytotoxische Aktivitat von pp65mini-LCL-stimulierten (oben) und
Kontroll-mini-LCL-stimulierten (unten) T-Zellinien des Donors MO am Kultivierungstag 42
durch Chrom-Freisetzung aus verschiedenartig vorbehandelten Fibroblasten der HLA-
A2/B35-kompatiblen Zellinie KATS. Die KATS-Zellen wurden zuvor (von links nach rechts)
mit den pp65-Epitopen NLV oder IPS oder mit den EBV-Epitopen CLG oder YPL gepulst;
unbehandelt belassen oder mit CMV des Stamms AD169 infiziert; mit dem rekombinanten

Vacciniavirus vwTK— oder mit dem pp65-exprimierenden Vacciniavirus vvpp65 infiziert.
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3.3.11 Direkte Visualisierung pp65-epitopspezifischer T-Zellen durch

Tetramer-Farbung

Trotz der hohen Spezifitat und Selektivitéat der Bindung des T-Zell-Rezeptors an den
Komplex aus antigenem Peptid und HLA-Molekl ist deren Affinitat zu gering, um die
stabile Bindung eines einzelnen solchen Komplexes an eine antigenspezifische T-
Zelle und damit eventuell ihre Farbung und Detektion zu erreichen. Die Lésung die-
ses Problems wurde durch Oligomerisierung, also Erhdhung der Aviditat erreicht: ein
tetrameres Aggregat aus biotinylierten HLA-Peptid-Komplexen, untereinander Uber
die vier Koordinationsstellen des Streptavidins fir Biotin verbunden, bindet selektiv
und stabil an epitopspezifische T-Zellen und macht sie durch eine fluoreszierende
Gruppe detektierbar und quantifizierbar (Altman et al., 1996). Solche ,Tetramere”
sind inzwischen das Standardwerkzeug fur die direkte Visualisierung antigenspezifi-
scher T-Zellen. Da sie fur jede Peptid-HLA-Kombination individuell prapariert und
aufgereinigt werden missen, sind Tetramere nach wie vor nur fur eine begrenzte,

allerdings stetig wachsende Zahl von Epitopen beschrieben.

Da Tetramere fur die pp65-Epitope NLV und IPS zur Verfligung standen (freund-
licherweise bereitgestellt von N. Khan, Birmingham), konnte die Zahl der fur diese
Epitope spezifischen T-Zellen in der T-Zellinie von Donor MO quantifiziert werden.
Als weitere Kontrolle wurde ein Tetramer fur das EBV-Epitop YPL verwendet. Wie in
Abbildung 3-21 gezeigt, waren an Kultivierungstag 52 zusammen fast 50% der CD8"-
Zellen der pp65mini-LCL-stimulierten T-Zellinie spezifisch fur NLV oder IPS. Dage-
gen waren, wie erwartet, in der Kontrollpopulation T-Zellen dieser Spezifitat nicht
nachzuweisen. Aus den Diagrammen sieht man auch, dal3 die pp65mini-LCL-stimu-
lierten T-Zellen Uberwiegend CD8-positiv waren, wahrend die Kontroll-T-Zellinie
uberwiegend aus CD4'-T-Zellen bestand und aufRRerdem einen hoéheren Anteil an
CD16-positiven Zellen, wahrscheinlich natural-killer-Zellen, aufwies.
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Abbildung 3-21. Tetramer-Ana-
lyse und phanotypische Analyse
von T-Zellinien des (CMV+/
EBV-)-Spenders MO. Die T-Zell-
linie wurde mit Tetrameren fiir die
immundominanten pp65-Epitope
NLV und IPS sowie das immun-
dominante EBV(EBNA3A)-Epitop
YPL analysiert, auRerdem wur-
den phanotypische Marker fir T-
Zellen (CD3), NK-Zellen (CD16)
und T-Zell-Subspezies (CD4,
CD8) untersucht.

Auch die T-Zellen des EBV-positiven/CMV-negativen Spenders AX wurden in analo-

ger Weise untersucht (nicht gezeigt). Da dieser Spender HLA-A2, nicht aber HLA-

B35 aufwies, konnte fur die direkte Farbung CMV-spezifischer T-Zellen nur das NLV-

Tetramer verwendet werden. Da bei Tragern von HLA-B27 oft eine starke T-Zell-
antwort gegen das EBV-Epitop RRIY (RRIYDLIEL, EBNA3C[258-266]) beschrieben
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wird, wurde zum direkten Nachweis EBV-spezifischer T-Zellen das entsprechende
Tetramer verwendet. Wie erwartet fanden sich bei der Tetramer-Analyse NLV-
(pp65)-spezifische Zellen weder in der pp65mini-LCL-stimulierten noch der Kontroll-
mini-LCL-stimulierten T-Zellinie. Dagegen fanden sich in beiden T-Zellinien RRIY-
(EBV)-spezifische T-Zellen, allerdings in geringer Zahl (1,1% bzw. 0,9% der CD8"-T-
Zellen). Das Epitop RRIY scheint daher bei diesem Spender nicht immundominant zu
sein. Beide Zellinien wurden von CD8"-T-Zellen dominiert; allerdings fanden sich wie-
derum in der pp65mini-LCL-stimulierten Linie hohere Anteile von CD8'-T-Zellen
(88% versus 70%) und niedrigere Anteile von CD16-positiven NK-Zellen (1,7%
versus 6,2%) als in der Kontroll-mini-LCL-stimulierten T-Zellinie.

Diese Ergebnisse bestatigten, dal mit pp65mini-LCLs aus CMV-positiven, nicht aber
negativen Spendern spezifische T-Zellen effektiv reaktiviert werden konnten. Sie
zeigten, dal3 groBe Zahlen epitopspezifischer T-Zellen mit Hilfe von Tetrameren
nachweisbar waren, und dal3 die Zahl epitopspezifischer Zellen mit der epitopspezifi-
schen Lyse korrelierte. Das wurde beim Spender MO auch anhand der Hierarchie
der beiden CMV-Epitope NLV und IPS deutlich: die Lyse von NLV-gepulsten Zielzel-
len war starker als die von IPS-gepulsten Zielzellen (Abbildung 3-20), und damit
korrelierte die hohere Zahl von NLV- gegenuber IPS-tetramerfarbenden T-Zellen
(Abbildung 3-21).

3.3.12 Reaktivierung von T-Zellinien aus (CMV+/EBV+)-Spendern

Die parallele Analyse der zytotoxischen Reaktivitat durch Lyseexperimente und der
Epitopspezifitdt durch Tetramere wurde daraufhin auf T-Zellinien aus Spendern aus-
gedehnt, die zugleich CMV-positiv und EBV-positiv waren.

Bei Donor SL (siehe Tabelle 3-2) war bereits ein EBV-spezifisches T-Zell-Gedachtnis
gegen ein HLA-B40-restringiertes Epitop (IEDPPFNSL, LMP2 [200-208]) (Lee et al.,
1997) und gegen ein A2-restringiertes Epitop (LLWTLVVLL, LMP2[329-337])
(Redchenko und Rickinson, 1999) nachgewiesen worden. Erste Versuche zum pp65-
spezifischen T-Zell-Gedachtnis hatten Hinweise auf T-Zellen mit Spezifitat fur das
A2-restringierte Epitop NLV ergeben (M. Cobbold, personliche Mitteilung). Daher
wurde im Rahmen dieser Arbeit eine pp65mini-LCL-stimulierte T-Zellinie aus Blutzel-
len dieses Spenders generiert.
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Abbildung 3-22. Analyse der pp65mini-LCL-stimulierten T-Zelllinie des Spenders SL
(CMV+/EBV+). (A) Die zytotoxische Reaktivitéat der T-Zellinie mit verschiedenen pp65mini-
LCLs und Kontroll-mini-LCLs als Zielzellen wurde an Kultivierungstag 17 und an Kultivie-
rungstag 35 durch Chromfreisetzung untersucht. (B) Analyse der T-Zellinie mit Tetrameren
fur das pp65-Epitop NLV und das EBV-Epitop CLG an Kultivierungstag 32. Tetramerpositive

Zellen sind angegeben in Prozent der CD8"-Zellen.
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Die Analyse des Zytotoxizitatsmusters dieser Zellen ergab an Kultivierungstag 17
eine noch stark durch nichtspezifisches, HLA-unrestringiertes Verhalten gepragte Re-
aktivitat. Bis Tag 35 hatte diese Reaktivitat abgenommen, und ein pp65-spezifisches
Lyseverhalten, unter anderem restringiert tber HLA-A1, A2 und vielleicht B40, war
klar erkennbar (Abbildung 3-22), und das trotz der fur diesen Spender zu erwarten-
den EBV-spezifischen Reaktivitat fiur manche dieser Allele. Die Analyse mit den Te-
trameren NLV (pp65, A2) und CLG (EBV, A2) zeigte die Expansion mafiger Zahlen
pp65-spezifischer T-Zellen (NLV: 3,7%). Da bei diesem Spender aber eine Uber meh-
rere Klasse-I-Allele restringierte pp65-spezifische T-Zell-Antwort vorlag, war die Ge-
samtzahl pp65-spezifischer T-Zellen vermutlich héher. Damit steht in Einklang, daf3
sowohl fur HLA-A1 wie fur HLA-B3801/02 (zur serologischen Reaktivitdt HLA-B16
gehdrend) pp65-Epitope und die Reaktivierung entsprechender T-Zellen bei der
Mehrheit der CMV-positiven Trager dieser Allele beschrieben wurden (Longmate et
al., 2001).

Um durch direkte Farbung die Expansion von T-Zellen zu demonstrieren, die fur ein
weiteres pp65-Epitop spezifisch sind, wurde als nachstes die pp65mini-LCL-stimulier-
te T-Zellinie des Spenders PM untersucht, bei dem Hinweise auf eine durch A2 und
B7 restringierte pp65-spezifische T-Zellantwort vorlagen. Tatsachlich fanden sich
neben 12,1% NLV-epitopspezifischen CD8*-T-Zellen bei diesem Spender auch 2,5%
CD8"-T-Zellen mit Spezifitat fir das HLA-B7-restingierte pp65-Epitop TPR (TPRVTG-
GGAM, pp65[417-426]) (Abbildung 3-23 C). Im Unterschied zu Donor SL war die
dementsprechende pp65-spezifische Zytotoxizitat schon an Kultivierungstag 17 am
Lyseverhalten gegentiber verschiedenen mini-LCLs ablesbar und nur von geringer
nichtspezifischer Lyseaktivitdt gegentber HLA-inkompatiblen mini-LCLs begleitet
(Abbildung 3-23 A). Die erneute Analyse an Tag 26 bestétigte diesen Befund. Die
Starke der epitopspezifischen Zytotoxizitat, ermittelt durch Lyse von Zielzellen nach
deren Beladung mit Peptidepitopen, korrelierte wiederum mit der Haufigkeit der je-
weiligen T-Zell-Spezifitat in der Tetramer-Analyse. Eine solche Korrelation war schon
bei Spender MO beobachtet worden (Abbildung 3-20, Seite 67). Bei Spender PM
war, entsprechend der Tetramer-Analyse, die Lyse NLV-beladener Zellen héher als
diejenige TPR-beladener Zellen, beide jedoch weit héher als die Lyse ungepulster
Zellen (Abbildung 3-23 B).
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Abbildung 3-23. Entwicklung der pp65-Spezifitat in der T-Zellinie des Spenders PM. (A)

Zytotoxische Reaktivitdt gegentber verschiedenen mini-LCLs an Kultivierungstag 17. (B) Die

zytotoxische Reaktivitat gegenliber den gleichen Zielzellen wurde nochmals an Tag 26 ge-

testet (oben), zusatzlich wurde die Zytotoxizitat gegentber peptidbeladenen Zielzellen unter-

sucht (unten). (C) Tetramer-Analyse der T-Zellinie an Kultivierungstag 23.
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3.3.13 Verschiebung von Spezifitdten bei Langzeitkultivierung

Fir den klinischen Einsatz beim adoptiven T-Zell-Transfer ist von Vorteil, wenn mog-
lichst grof3e Zahlen spezifischer T-Zellen verfugbar sind. In der Regel wird dies die
kontinuierliche Kultivierung und Expansion der T-Zellen Uber einen Zeitraum von
mehreren Wochen erfordern. Da durch pp65mini-LCL-Stimulation polyklonale T-Zell-
linien mit verschiedenen nebeneinander vorliegenden Spezifitaten entstehen, stellt
sich die Frage nach der Konstanz der Zusammensetzung solcher T-Zellinien wéh-
rend des Kultivierungsprozesses. Insbesondere sollten wichtige Spezifitdten nicht
durch Selektionsprozesse verlorengehen. Um sich dieser Frage zu nahern, wurde die
Expansion und das Zahlenverhéltnis von pp65- und EBV-spezifischen T-Zellen in der
T-Zellinie eines weiteren, flr die Analyse besonders geeigneten Spenders, RT,
wahrend langerer Kultivierungszeit verfolgt. Die Ausgangssituation war bei diesem
Spender besonders gunstig, weil zwei immundominante pp65-Epitope und mehrere
dominante EBV-Epitope des CD8'-T-Zell-Gedachtnis-Repertoires des Spenders
nicht nur bekannt, sondern auch entsprechende Tetramere verfiigbar waren. Im
einzelnen waren dies die pp65-Epitope IPS und NLV sowie die EBV-Epitope YPL,
HPV und RRIY, jeweils in der Reihenfolge der Reaktionsstarke im ELISPOT-Assay

aus Blutzellen ex vivo (N. Gudgeon, personliche Mitteilung).

Abbildung 3-24 falit einige Ergebnisse der Analyse der T-Zellinien dieses Spenders
zusammen. Bei der Kontroll-T-Zellinie lag an Tag 30 eine EBV-spezifische Lyse auto-
loger und kompatibler mini-LCLs ohne Unterschied zwischen pp65-exprimierenden
und nicht exprimierenden Zielzellen vor (Abbildung 3-24 A). Daneben war noch eine
signifikante HLA-unrestringierte Lyse festzustellen, erkennbar an der Lyse HLA-in-
kompatibler Zellen und an der Lyse von K562-Zellen, ein Zeichen fir natural-killer-
Aktivitat. Bei der parallel generierten pp65-T-Zellinie (Abbildung 3-24 B) zeigte sich
an Tag 30 noch ein dhnliches Bild. Anders war nur die Lyse von HLA-A2-kompatiblen
Zielzellen, wo eine pp65-Spezifitdt bereits deutlich wurde. Auch hier aber lag noch
eine HLA-unrestringierte zytotoxische Komponente vor. Stark verandert hatte sich
das zytotoxische Aktivitatsmuster allerdings an Tag 60: nicht nur die HLA-unrestrin-
gierte und K562-Zytotoxizitat, sondern auch die EBV-spezifische Zytotoxizitat gegen-
Uber autologen und allogenen Kontroll-mini-LCLs war nahezu verschwunden, wah-

rend die pp65-spezifische Reaktivitat gleichbleibend hoch geblieben war.
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Abbildung 3-24. Reaktivitdten und Proliferation von T-Zellinien des Spenders RT, generiert
durch Stimulation mit der Kontroll-mini-LCL oder der pp65mini-LCL. (A) Zytotoxische Reakti-
vitat der Kontroll-T-Zellinie gegentber verschiedenen mini-LCLs an Kultivierungstag 30. (B)
Zytotoxische Reaktivitat der pp65-T-Zellinie gegeniber mini-LCLs an Tag 30 und Tag 60. (C)
Proliferationsentwicklung der pp65-T-Zellinie.
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Die in Abbildung 3-24 C gezeigte Proliferationskurve zeigt einen Verlauf in zwei Etap-
pen, der diese Reaktivitdtsentwicklung begleitete. Nach einem starken Anstieg der
Zellzahl ganz zu Beginn der Kultur, der durch eine generelle, nicht antigenspezifische
Stimulation zu erklaren ist, fiel die Zellzahl ab, um dann erneut anzusteigen, diesmal

durch die bevorzugte Proliferation antigenspezifischer T-Zellen.

Eine Analyse der Spezifitaten innerhalb der pp65- und der Kontroll-T-Zellinie an Kul-
tivierungstag 34 ist in Abbildung 3-25 gezeigt. Es wird deutlich, dal3 durch Stimulation
mit der pp65-mini-LCL sowohl pp65- als auch EBV-spezifische T-Zellen mit jeweils
mehreren Epitopspezifitdten expandiert werden konnten. Beide pp65-Spezifititen,
die ex vivo gefunden wurden und die durch verschiedene HLA-Allele restringiert sind,
fanden sich in der T-Zellinie wieder. Ebenso wurden alle drei Epitopspezifititen reak-
tiviert, die das EBV-spezifische Gedachtnis des Spenders RT dominieren, und waren
an Kultivierungstag 34 neben den pp65-Spezifitaten in der T-Zellinie reprasentiert.
Dabei handelt es sich um Epitope aus drei verschiedenen latenten EBV-Proteinen,
die durch zwei verschiedene HLA-Allele restringiert sind. Die mit der Kontroll-mini-
LCL restimulierte T-Zellinie enthielt ebenfalls alle drei EBV-Epitopspezifitaten, dage-

gen keine Zellen mit pp65-Spezifitat.

Die Ergebnisse der phanotypischen und Tetramer-Analysen, zusammengestellt in
Tabelle 3-4, bestatigen zum einen die Interpretation der Proliferationskurve von Ab-
bildung 3-24 C und machen zum zweiten die Entwicklung der Reaktivitat der pp65-T-
Zellinie verstandlich, wie sie in Abbildung 3-24 B gezeigt ist. In der pp65mini-LCL-
stimulierten T-Zellinie gingen die Anteile von CD4"-T-Zellen von Tag 21 iiber Tag 34
bis Tag 56 immer weiter zuriick, die Anteile der CD8"-T-Zellen stiegen dagegen an,
bis an Kultivierungstag 56 eine fast ausschlieBlich CD8-positive T-Zell-Population
vorlag. Auch CD16-positive NK-Zellen waren zu diesem Zeitpunkt nicht mehr
vorhanden. EBV-spezifische T-Zellen waren zunéchst (Tag 21) in der T-Zellinie stark
reprasentiert, ihre Zahl ging nach Tag 34 dann aber auf nahe Null zurlick, und zwar
fur alle drei untersuchten Epitopspezifitaten, wahrend der Anteil der mit Tetrameren
detektierbaren pp65-spezifischen T-Zellen weiter anstieg und an Tag 56 Uber 50%

lag.
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Abbildung 3-25. Tetramer-Analysen der pp65- und der Kontroll-T-Zellinie an Kultivierungs-

tag 34. Die Tetramer-positiven Zellen sind in Prozent der CD8-positiven Zellen angegeben.

Siehe auch Tabelle 3-4.
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Demnach kénnen pp65-mini-LCLs also in einer Kultur T-Zellen verschiedener pp65-
und EBV-Epitopspezifitdten parallel reaktivieren, die Giber verschiedene HLA-Klasse-
[-Allele restringiert sind und im Fall von EBV verschiedenen antigenen Proteinen ent-
stammen konnen. Bis zu einer gewissen Kultivierungszeit bleiben alle Spezifitaten in
der polyklonalen T-Zellinie reprasentiert, danach kénnen einzelne Spezifitdten verlo-
rengehen. Jedoch blieb in allen Fallen, in denen eine Kultivierung bis Tag 60 oder
darlber hinaus fortgesetzt wurde, die pp65-spezifische Reaktivitat in voller Hohe er-
halten, sowohl bei Spender RT (Abbildung 3-24 und Tabelle 3-4) als auch bei den
Spendern f14 (Abbildung 3-16) und f22 (Abbildung 3-15). pp65mini-LCLs sind dem-
nach ein besonders geeignetes Werkzeug flr die Generierung pp65-spezifischer T-
Zellinien. Fur die Generierung EBV-spezifischer T-Zellinien aus CMV-positiven Spen-
dern durften stattdessen Zellinien wie die hier als Kontrolle verwendeten mini-LCLs
ohne Fremdantigen-Expression das Werkzeug der Wabhl sein.

Tabelle 3-4. Tetramer-Analysen und phéanotypische Merkmale in T-Zellinien von
Donor RT

Stimulation mit Stimulation mit
pp65-mini-LCL Kontroll-mini-LCL
Tag in Kultur 21 34 56 21 34
CMV-Epitope
NLV 3.8 3.2 3.2 0.0 0.1
IPS 9.6 24.8 51.1 0.1 0.1
EBV-Epitope
RRIY 1.2 0.5 0.4 2.4 1.2
YPL 8.7 4.4 0.2 12.1 12.3
HPV 2.1 1.2 0.0 2.9 3.1
Phanotypische Marker
CD8+ 29.5 63.4 97.5 28.5 55.8
CD4+ 52.6 23.4 0.7 53.6 27.4
CDi16+ 5.7 10.0 0.4 8.1 8.0

Tetramer-positive Zellen sind angegeben in Prozent der CD8"-Zellen, Zellen mit
phanotypischen Markern in Prozent der Gesamtzellzahl.
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3.3.14 Ermittlung des HLA-Restriktionsspektrums mit CMV-infizierten

Fibroblasten

Die langzeitkultivierte pp65-T-Zellinie von Spender RT bestand zum grof3en Teil aus
HLA-B35- und A2-restringierten pp65-spezifischen T-Zellen. Das wurde durch Tetra-
merfarbung und durch Lyse allogener A2/B35-kompatibler mini-LCLs gezeigt (Abbil-
dung 3-24). Nun war die Frage von Interesse, ob damit die wichtigen pp65-Epitope
dieses Spenders bereits bekannt waren oder noch unbekannte, eventuell tber ande-
re HLA-Klasse-I-Allele restringierte Reaktivitaten enthalten waren. Als Hilfsmittel zur
Klarung dieser Frage wurde ein Satz von humanen Fibroblastenzellinien verschiede-
ner Spender benutzt, die in einzelnen HLA-Allelen mit Spender RT Ubereinstimmten
und zusammen alle HLA-A- und B-Allele von RT abdeckten. Diese Fibroblasten wur-
den entweder uninfiziert belassen oder mit CMV infiziert. Das in Abbildung 3-26 A ge-
zeigte Experiment bestatigte die Reaktivitat gegentiber A2/B35-restringierten CMV-
Antigenen durch Lyse der CMV-infizierten A2/B35-kompatiblen Fibroblastenlinie
KATS. HLA-A24-kompatible oder HLA-B2705-kompatible Fibroblasten wurden dage-
gen, ebenso wie nicht kompatible Fibroblasten, nicht zytotoxisch angegriffen. Dies
spricht gegen die Anwesenheit groRerer Zahlen funktioneller A24- oder B2705-re-
stringierter CMV-spezifischer CTL in der Population. Allenfalls kénnten noch T-Zellen
mit Spezifitat fir weitere A2- oder B35-restringierte Epitope vorhanden sein. Das
ware moglich, da neben NLV und IPS noch weitere durch diese Allele restringierte
pp65-Epitope bekannt sind (Solache et al., 1999; Wills et al., 1996), NLV und IPS
sind allerdings die dominanten Epitope.

In Abbildung 3-26 B ist ein Kontrollexperiment mit dem gleichen Satz von Fibrobla-
stenlinien und T-Zellinien des Spenders MO gezeigt. Die Ergebnisse bestatigen, dal3
eine Lyse nur durch die pp65-mini-LCL-stimulierte T-Zellinie, nicht aber durch die
Kontroll-mini-LCL-stimulierte T-Zellinie erfolgt und nur, wenn die Fibroblasten CMV-

infiziert sind und gemeinsame HLA-Allele vorliegen.
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Abbildung 3-26. Lyse CMV-infizierter Fibroblasten durch pp65mini-LCL-stimulierte T-Zellen.
A. Der verwendete Satz an allogenen Fibroblastenlinien deckt das Spektrum an HLA-A- und
B-Allelen des T-Zell-Spenders RT ab. B. Kontrollexperiment mit pp65-mini-LCL-stimulierten

T-Zellen und Kontroll-mini-LCL-stimulierten T-Zellen des Spenders MO.
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3.3.15 Uberblick iber die pp65-Tetramerfarbungen

Tabelle 3-5 gibt einen abschlieBenden Uberblick iiber die mit Hilfe von Tetrameren
nachgewiesenen pp65-epitopspezifischen T-Zellen in pp65mini-LCL-stimulierten Kul-
turen. Zur Verfligung standen Tetramere fur die pp65-Epitope NLV (HLA-A2), TPR
(HLA-B7) und IPS (HLA-B35). Alle Spender sind aufgefiihrt, mit denen pp65-Tetra-
merfarbungen durchgefihrt wurden. Falls mit einer T-Zellinie mehrere Analysen
durchgefiihrt wurden, fand sich die héchste Zahl pp65-epitopspezifischer Zellen stets
bei der Messung nach jeweils langster Kultivierungszeit. Diese Messung ist jeweils in
der Tabelle gezeigt. Bei allen vier Kulturen aus CMV-Seropositiven wurden pp65-
epitopspezifische T-Zellen nachgewiesen. Gleiches gilt fir die einzige T-Zell-Kultur
eines Spenders ohne CMV-serologische Daten (f14), die aufgrund ihres HLA-Typs
mit den verfligbaren Tetrameren analysiert werden konnte. Dagegen konnten in kei-
ner der beiden Kulturen aus CMV-Seronegativen pp65-epitopspezifische T-Zellen ge-
funden werden. Bei drei der finf pp65-tetramer-positiven Kulturen, und zwar genau
denjenigen, die nach Kultivierungstag 50 untersucht wurden, Uberstieg die Zahl der
nachgewiesenen pp65-epitopspezifischen Zellen 40% der CD8"-Zellen.

Tabelle 3-5. Mit pp65-Tetrameren analysierte pp65mini-LCL-stimulierte T-Zellinien.
Untersucht wurden die Epitope die pp65-Epitope NLV (HLA-A2), TPR (HLA-B7) und
IPS (HLA-B35).

Spender CMV- HLA-Allel(e) Tag der % % Tetramer-
Serostatus Analyse  CD8+ positive Zellen

RT + B35; A2 56 98 51; 3

MO + A2; B35 52 89 37; 12

f14 N.erm. A2 50 70 41

PM + A2; B7 23 62 12; 3

SL + A2 30 67 4

AX - A2 29 70 0

SH - A2 38 30 0

Tetramer-positive Zellen sind angegeben in Prozent der CD8"-Zellen. HLA-Allele sind
angegeben in der Reihenfolge der Reaktionsstarke beim jeweiligen Spender. Ver-
zeichnet ist jeweils die Messung mit maximalem Anteil tetramer-positiver Zellen, was
in allen Fallen mit der Messung nach langster Kultivierungszeit identisch war. ,N.
erm.” = nicht ermittelbar.
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4 Diskussion

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Etablierung eines neuen, effizienten Systems
zur Kultivierung und Expansion antigenspezifischer T-Zellen auf der Grundlage neuer
Entwicklungen der EBV-Vektortechnologie. Im ersten Schritt wurden durch mini-EBV-
Vektoren aus humanen B-Zellen immortalisierte, virusfreie B-Zellinien hergestellt, so-
genannte mini-LCLs. Der EBV-Vektor sorgt dabei sowohl fur die Immortalisierung als
auch fur die konstitutive Expression eines beliebig gewahlten Modellantigens in der
mini-LCL. Diese mini-LCLs wurden im zweiten Schritt als antigenprasentierende
Zelle (APC) zur Stimulation und Expansion von autologen T-Zellen verwendet. Die
Analyse von Spezifitat, Aktivitdat und Phanotyp von T-Zellen, die mit dieser Methode

generiert wurden, war ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit.

4.1 Vektorkonstruktion und B-Zell-lmmortalisierung

Neben der detaillierten Untersuchung der Restimulation zytotoxischer T-Zellen durch
mini-LCLs wurden verschiedene Moglichkeiten der Konstruktion verschiedener mini-
EBV-Vektoren zur Expression verschiedener Antigene in mini-LCLs erprobt. Am Bei-
spiel des viralen Tumorantigens EpCAM wurde gezeigt, da ein membranstandiges
Tumorantigen auf mini-LCLs zur Expression gebracht werden kann; am Beispiel des
CMV-Proteins pp65 wurde das Entsprechende fir ein intrazellular exprimiertes Anti-
gen gezeigt. Ebenfalls konstruiert wurden immortalisierende mini-EBV-Vektoren mit
HPV-6/11-Antigenen, deren nahere Charakterisierung Gegenstand zukunftiger Arbei-

ten sein wird.

Tabelle 3-1 zeigt, dal3 die Immortalisierung primarer B-Zellen mit mini-EBV und
pp65mini-EBV in vitro nach gegenwartigem Methodenstand bereits bei den meisten,
aber nicht allen Normalspendern erfolgreich ist. Limitierende Faktoren konnten zum
einen der verfugbare mini-EBV-Titer und zum anderen, wenn PBMC als B-Zell-
Quelle verwendet werden, die Elimination von auswachsenden mini-LCLs durch in
vitro reaktivierte EBV- und CMV-spezifische T-Zellen sein. Der Viriontiter durfte durch
Aufkonzentration mittels Zentrifugation oder Ultrafiltration nahezu beliebig erhdéhbar
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sein, die Optimierung der Methoden zur Transfektion der Verpackungszellinie ver-
spricht ebenfalls noch Verbesserungsmdglichkeiten.

Die Expression von pp65 in pp65mini-LCLs ist, wie in Abbildung 3-8 A zu sehen, im
Vergleich zu der drastischen Expression in CMV-infizierten Fibroblasten nicht aus-
nehmend hoch. Immerhin wird pp65 vom gréf3ten Teil der pp65mini-LCL-Zellen ex-
primiert, wie die Analyse auf Einzelzellebene zeigt (Abbildung 3-8 B). Wie die folgen-
den Experimente bestatigten, war erwartungsgemani eine Uberexpression des Anti-
gens zur erfolgreichen Stimulation spezifischer T-Zellen nicht notwendig.

4.2 pp65: Modellantigen und therapeutisches Zielantigen

Zur detaillierten Untersuchung der Reaktivierung antigenspezifischer T-Zellen durch
mini-LCLs wurde als Modellantigen das virale Phosphoprotein pp65 des humanen
Cytomegalovirus (CMV) ausgewahlt. Fur diese Wahl ausschlaggebend war zum
einen die experimentell-praktische Eignung von pp65 als Modellantigen, zum ande-
ren das grof3e biologische und klinische Interesse. Das pp65-Protein ist eines der im-
mundominanten CD8"-T-Zell-Antigene des CMV in vivo. Die durch pp65 hervorgeru-
fene spezifische CD8"-T-Zellantwort ist in gesunden CMV-Infizierten sehr stark, von
allen anderen bekannten CMV-Antigenen ruft nur noch das IE1-Protein eine é@hnlich
starke T-Zell-Antwort hervor. Da mehr als die Halfte der gesunden Erwachsenen
CMV-positiv sind, war ein Kollektiv aus einer Anzahl CMV-positiver Probanden und
CMV-negativer Kontrollprobanden mit geringem Aufwand zusammenzustellen. Die
Fahigkeit virusspezifischer T-Zellen, eine infizierte Zelle anzugreifen, kann fir CMV
und pp65 in vitro gut abgefragt werden, da sich Fibroblasten in vitro mit CMV effizient
infizieren lassen und das Virus in den Zellen dann pp65 sehr stark zur Expression
bringt. Auch die Charakterisierung der Spezifitdt von pp65-spezifischen T-Zellen auf
genauester, namlich Epitopebene, ist moglich, da annéhernd 20 durch verschiedene
HLA-Klasse-I-Allele restringierte CD8"-T-Zell-Epitope des Proteins pp65 bereits cha-
rakterisiert sind (Longmate et al., 2001; Reddehase, 2000). Einige dieser Epitope
sind so konserviert und so immundominant, dal eine starke epitopspezifische T-Zell-
Effektorantwort in der Mehrzahl der CMV-Seropositiven des entsprechenden HLA-
Typs gefunden wird, etwa gegen das A2-restringierte pp65-Epitop NLVPMVATV
(NLV) und das B7-restringierte Epitop TPRVTGGGAM (TPR), wie durch direkte Far-
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bung epitopspezifischer T-Zellen mit entsprechenden HLA:Peptid-Tetrameren ge-
zeigt wurde (Gillespie et al., 2000).

Das groRRe klinische Interesse an pp65 beruht darauf, dall CMV ein geflrchteter
Krankheitserreger in Situationen der erworbenen oder therapiebedingten Immundefi-
zienz ist, also insbesondere nach Transplantation und bei AIDS. Das pp65-Protein
macht einen Grol3teil der Proteinmasse des Virusteguments aus und gelangt so in
signifikanten Mengen in die neu infizierte Zelle. Dadurch kann diese schon vor
Beginn der viralen Genexpression gegenuber einer pp65-spezifischen zytotoxischen
T-Zell-Antwort sensitiviert werden (Riddell et al., 1991). Mit dieser Sonderrolle von
pp65 kénnte die Dominanz pp65-spezifischer T-Zellen bei der CMV-spezifischen T-
Zell-Antwort zusammenhangen. Zugleich konnte damit ein besonderer protektiver
Effekt der pp65-spezifischen T-Zell-Antwort verbunden sein. Zwar folgt aus der quan-
titativen Dominanz einer Epitopspezifitdt innerhalb des T-Zell-Gedachtnisses nicht
zwingend die dominierende Bedeutung dieses Epitops fur die Virusabwehr. Dennoch
mehren sich Hinweise auf die protektive antivirale Rolle pp65-spezifischer T-Zellen.
Zum Beispiel wurde kirzlich in zwei Studien (Cwynarski et al., 2001; Gratama et al.,
2001) mit HLA:Peptid-Tetrameren flr die beiden pp65-Epitope NLV und TPR die Re-
konstitution der pp65-spezifischen CD8*-T-Zell-Antwort nach allogener Stammzell-
transplantation untersucht und ihre Korrelation mit dem Schutz gegen CMV-Reakti-
vierung und CMV-Erkrankung gezeigt.

Den endgtltigen Beweis fur einen Schutz durch pp65-spezifische T-Zellen werden
nur therapeutische adoptive Immuntherapiestudien liefern kdnnen. Tierexperimentel-
le Untersuchungen weisen die wichtigste Rolle beim Schutz vor Infektion mit dem
murinen Cytomegalovirus (MCMV) virusspezifischen CD8"-T-Zellen zu (Polic et al.,
1998). Die Homologie zwischen murinem und humanem CMYV ist allerdings begrenzt.
Nicht das MCMV-Positionshomolog M83 des humanen pp65 (Leserahmen UL83),
wohl aber das mit pp65 sequenzverwandteste Protein M84 (das allerdings kein
MCMV-Strukturprotein ist) scheint denn auch eine protektive Immunantwort gegen
MCMV zu induzieren und wirkt in dieser Hinsicht mit dem murinen IE1, pp89, syner-
gistisch zusammen (Morello et al., 2000). Beim Menschen zeigten frihe prophylakti-
sche adoptive T-Zelltransfer-Studien (Walter et al., 1995) die gute Vertraglichkeit und
potentielle prophylaktische Wirksamkeit von CMV-spezifischen T-Zell-Klonen, bei de-
nen es sich, der Generierungsmethode der Klone nach zu schlie3en, neben pp150-
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spezifischen Klonen vor allem um pp65-spezifische Klone gehandelt haben durfte.
Die Rekonstitution einer virusspezifisch zytotoxischen T-Zell-Antwort durch Infusion
grolRer Zahlen von T-Zellen konnte bei den meisten der 14 prophylaktisch behandel-
ten Patienten bis mindestens 8 Wochen nach der letzten Transfusion demonstriert
werden, und keiner der Patienten entwickelte CMV-assoziierte Krankheitsbilder
(Walter et al., 1995). Leider wurde bislang keine Langzeitverlaufsstudie vorgelegt
(Riddell und Greenberg, 2000).

Den offensichtlichen Vorteilen einer Therapie mit CMV-spezifischen T-Zellen — hohe
Spezifitat, moglicherweise langdauernder Therapieeffekt, geringe Nebenwirkungen
wegen der Nachahmung der physiologischen Situation — steht als klarster Nachteil
der hohe Aufwand gegeniber, den die individuelle Kultivierung autologer spezifischer
T-Zellen fur jeden Patienten erfordert. Bei der ersten adoptiven Transfer-Studie wur-
de die klassische Methode der Restimulation CMV-spezifischer T-Zellen durch CMV-
infizierte Fibroblasten und periphere Blutzellen verwendet, mit dem Erfordernis an-
schlieRender T-Zell-Klonierung. Die Studie fand wohl deshalb bislang keine Nachah-
mer, weil diese Methode als zu aufwendig galt. Dennoch wird von vielen Forschern
die Etablierung eines therapeutischen adoptiven Transfers von CMV-spezifischen T-
Zellen, auch in Anbetracht der Erfolge mit EBV-spezifischen T-Zellen (siehe Ab-
schnitt 1.11), nach wie vor als wichtiges Ziel angesehen. Verschiedene Antigenpra-
sentationssysteme werden in der Literatur zu diesem Zweck vorgeschlagen (siehe
unten), die charakteristische Vor- und Nachteile aufweisen. Die vorliegende Untersu-
chung diente daher auch dem Zweck, zu klaren, ob pp65mini-LCLS eine interessante
Mdglichkeit sein konnten, eine effiziente Kultivierung und Expansion von zytotoxi-

schen CMV-spezifischen T-Zellen fur die adoptive Immuntherapie zu erreichen.

4.3 Generierung pp65-spezifischer T-Zellinien mittels mini-LCLs

4.3.1 mini-LCLs als Stimulatoren und als Zielzellen

Die in dieser Arbeit verwendeten APC zur T-Zell-Stimulation umfaf3ten im wesentli-
chen pp65mini-LCLs und Kontroll-mini-LCLs, erstere hergestellt durch Immortalisie-
rung von B-Zellen mit einem pp65-mini-EBV, letztere mit einem identischen mini-EBV

ohne pp65-Expressionskassette. Standard-LCLs zeigen ein charakteristisches Ex-
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pressionsmuster latenter EBV-Proteine (Rickinson und Kieff, 1996), und die analoge
Expression dieser latenten Proteine in mini-LCLs durfte Voraussetzung fir ihre
Immortalisierung sein. Da die Mehrzahl dieser latenten EBV-Proteine auch CD8"-T-
Zell-Antigene sind, und sich mini-LCLs von LCLs in der Expression akzessorischer
Oberflachenmolekile nicht unterscheiden (Abbildung 3-9), war zu erwarten, daf3
mini-LCLs sich, ebenso wie Standard-LCLs, fiir die Stimulation spezifischer T-Zellen
gegen latente EBV-Proteine gut eignen sollten.

Ein gezielter negativer EinfluR von pp65 auf die Prozessierung und Prasentation
eines koexprimierten CMV-Antigens ist kontrovers diskutiert worden (Gilbert et al.,
1996; Kern et al., 1999). Fur die weitere Untersuchung des mini-LCL-Systems war es
daher wichtig zu zeigen, dal3 die Expression von pp65 in mini-LCLs die Prasentation
anderer Antigene nicht gezielt beeinfluRt, weder im Hinblick auf T-Zell-Stimulation
noch auf die Zielzellfunktion im Zytotoxizitatstest. In den Abbildungen 3-19 (rechts
unten) und 3-24 A sind entsprechende Zytotoxizitdtsexperimente gezeigt. EBV-
spezifische T-Zellinien aus EBV-positiven Spendern, die durch Restimulation mit der
Kontroll-mini-LCL generiert wurden, greifen die pp65mini-LCL und die Kontroll-mini-
LCL eines Spenders jeweils nahezu gleich stark zytotoxisch an. Das bedeutet, dal3
die Prozessierung und Prasentation von EBV-Antigenen in mini-LCLs durch
Koexpression von pp65 zumindest nicht in dem Mafe verandert wird, dafd deutliche
Auswirkungen auf ihre Lyse durch EBV-spezifische T-Zellen entstehen. Dies gilt fur
pp65mini-LCL/Kontroll-mini-LCL-Paare vom autologen Spender ebenso wie fur mini-
LCLs von partiell HLA-Ubereinstimmenden und komplett HLA-differenten Spendern.
Geringe Unterschiede in der Lyse von pp65- und Kontroll-mini-LCLs bestehen
meistens in einer geringfugig starkeren Lyse der Kontroll-mini-LCL, was sich durch
eine teilweise Verdrangung von EBV-Epitopen durch pp65-Epitope auf den HLA-
Peptidbindungsstellen erklaren lieRe. Gleichzeitig wird die HLA-Restriktion dieser
EBV-spezifischen Lyse dadurch deutlich, daR die Reaktivitat gegentber Zielzellen

mit abnehmender HLA-Ubereinstimmung abnimmt.

Auch bei Restimulation mit der pp65mini-LCL zeigten T-Zellinien von CMV-seronega-
tiven Spendern eine gleich starke Reaktivitat gegentber pp65mini-LCLs und Kontroll-
mini-LCLs (Abbildung 3-19 rechts oben). Das entspricht der Erwartung, dal3 es in
CMV-Negativen/EBV-Positiven eine expandierte EBV-spezifische CTL-Vorlaufer-
Population, aber nur wenige, naive CMV-spezifische T-Zellen gibt. Daher tiberwiegen
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in einer mit Antigenen beider Viren restimulierten T-Zell-Population die EBV-spezifi-
schen Zellen stark. Die spezifischen Lyseraten von mini-LCL-stimulierten Effektoren
gegenuber mini-LCLs entsprechen dabei durchweg dem, was fur die LCL-Lyse durch
LCL-stimulierte Effektoren aus Normalspendern berichtet wird. Solche T-Zellinien
lysieren die autologe LCL zu 40 — 70% bei einem Effektor/Zielzell-Verhaltnis von E:T
= 10:1 im Chromfreisetzungs-Experiment, abhéngig vom Spender (Gustafsson et al.,
2000; Khanna et al., 1999). Partiell Klasse-I-HLA-kompatible LCLs werden je nach
Zahl und Art der gemeinsamen HLA-Allele gleich stark oder schwécher angegriffen.
Die gute Ubereinstimmung mit den hier gezeigten Ergebnissen zeigt, daf? mini-LCLs
in ihrer Eigenschaft als EBV-antigenprasentierende Zellen mit LCLs gut vergleichbar
sind.

4.3.2 HLA-unrestringierte Reaktivitaten

Ebenfalls regelméRig beschrieben wird bei der Analyse der Reaktivitat von LCL-
stimulierten T-Zellinien eine HLA-unrestringierte Komponente, die eine relative Lyse
von LCLs von 10 — 20% im Chrom-Freisetzungstest bewirkt. Hierzu tragen neben
natural-killer-Zellen vor allem HLA-unrestringierte CD4"-T-Zell-Reaktivitaten bei. Eine
gleichartige Reaktivitat ahnlichen Betrags wurde auch bei der mini-LCL-Stimulation
regelmafig festgestellt. Bei der Stimulation von T-Zellen EBV-negativer Spender tritt
dieser ,Hintergrund“ in den Vordergrund der Reaktivitiat, es entstehen von CD4*-T-
Zellen dominierte T-Zellinien, die LCLs ohne HLA-Restriktion lysieren. Ein typisches
Beispiel zeigen Gustafsson et al. (2000), und die analoge Situation im mini-LCL-
System wurde beim EBV-negativen Spender MO nach Kontroll-mini-LCL-Stimulation
beobachtet (Abbildung 3-19 links unten). Diese nicht MHC-restringierte CD4"-T-Zell-
Reaktion wurde sogar schon als Reaktion auf ein EBV-codiertes Superantigen
gedeutet (Sutkowski et al., 1996), das allerdings nicht identifiziert werden konnte.

Sollte ein solches Superantigen existieren, mifte es sich entweder um eines der be-
kannten latenten EBV-Proteine handeln oder um das Produkt eines Gens innerhalb
der Bereiche des EBV-Genoms, die im mini-EBV enthalten sind, deren Expression in
LCLs aber bisher nicht beschrieben wurde. Unabhéngig davon ware eine Eliminie-
rung oder Abschwachung HLA-unrestringierter Reaktivitdten im Hinblick auf thera-
peutische Anwendungen von T-Zellinien winschenswert. Hier kdnnte die Zugabe

von Thl-assoziierten Zytokinen wie Interleukin-12 (Metes et al., 2000) bei der T-Zell-
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Restimulation oder, rigoroser, die Abreicherung von CD4*-T-Zellen und NK-Zellen
aus der Startpopulation hilfreich sein.

4.3.3 pp65-spezifische T-Zellinien aus CMV-seropositiven Spendern

Im Unterschied zu CMV-seronegativen Spendern wurde bei T-Zellinien CMV-positi-
ver Spender, die mit der pp65mini-LCL restimuliert worden waren, und nur bei die-
sen, in allen Fallen eine deutlich starkere Reaktivitat gegen pp65mini-LCLs als gegen
Kontroll-mini-LCLs beobachtet. Es lag also offenbar eine pp65-antigenspezifische
Lyse vor. Je nach Spender waren die EBV-spezifische Reaktivitat und die nicht HLA-
restringierte Reaktivitat solcher T-Zell-Populationen unterschiedlich stark ausgepragt,
von unter 10% bis um 20% Lyse autologer Kontroll-mini-LCLs oder HLA-differenten
mini-LCLs bei einem Effektor/Zielzell-Verhéltnis von E:T = 8:1 in der Chromfreiset-
zung. Die Lyse von pp65mini-LCLs, autolog oder in geeigneten HLA-Allelen Uberein-
stimmend, war in allen Féallen weit starker und erreichte je nach Spender zwischen
40% und 70% Lyse. Die Reaktivierung pp65-reaktiver Zellen durch pp65mini-LCLs
aus PBMC war also bei allen CMV-positiven/EBV-positiven Spendern erfolgreich,
und die dominierende Reaktivitdt der resultierenden T-Zellinien war in allen Fallen
nicht die EBV-spezifische, sondern die pp65-spezifische Reaktivitat, entweder bereits
von Anfang an (Spender PM, Abbildung 3-23) oder nach einer Anzahl
Restimulationen (Spender SL und RT, Abbildung 3-22 und 3-24). Eine bereits zu
Beginn dominierende pp65-spezifische Reaktivitdét konnte auch bei zwei der drei
serologisch nicht charakterisierten buffy coat-Spender demonstriert werden (Spender
f14 und f22, Abbildung 3-11). DaR solche pp65-spezifischen T-Zellkulturen auch zur
Eliminierung CMV-infizierter Zellen befahigt sind, wurde im klassischen CMV-Zellkul-
turmodell, ndmlich an CMV-infizierten Fibroblasten gezeigt (Abbildung 3-20, 3-26).
Beide untersuchten pp65-spezifischen T-Zellkulturen CMV-positiver Spender
lysierten HLA-kompatible, nicht aber inkompatible oder uninfizierte Fibroblasten.

Bei drei CMV-reaktiven T-Zellinien verschiedener Spender wurde die Kultivierung
durch wdchentliche pp65mini-LCL-Restimulation langere Zeit, d. h. bis Kultivierungs-
tag 60 fortgesetzt; in allen Fallen war sowohl eine fortgesetzte Proliferation zu beob-
achten (2 der 3 Linien aus Abbildung 3-10, und Abbildung 3-24 C) als auch ein Erhalt
der pp65-spezifischen Zytotoxizitdt auf hohem Niveau (Abbildung 3-15, 3-16, 3-24
B). Die Zellexpansion war etwa vergleichbar mit der von LCL-stimulierten EBV-
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spezifischen T-Zellen, die von Klinisch arbeitenden Labors fur die therapeutische
Anwendung hergestellt werden (Roskrow et al., 1998). Wahrend die EBV-spezifische
Reaktivitat in zwei Fallen auf niedrigem Niveau erhalten blieb, in einem Fall dagegen
auf nahe Null zurickging, verschwand die nicht HLA-restringierte zytotoxische
Aktivitat bei allen drei T-Zellinien nahezu vollig (Abbildung 3-15, 3-24 B). Die
kontinuierliche Restimulation mit der pp65mini-LCL fiir sechs bis acht Wochen ist
also prinzipiell eine geeignete Methode, um ohne Klonierung, ohne Isolation be-
stimmter Subpopulationen und ohne Anwendung allogener oder autologer ,feeder”-
Zellen oder unspezifischer Stimuli CMV-spezifische T-Zellen so weit zu expandieren,
dal3 Zellzahlen erreicht werden, die den Bedarf bei einer adoptiven T-Zell-Therapie
decken wirden. Als Anhaltspunkt konnen hier Protokolle der EBV-spezifischen T-
Zell-Therapie dienen, die eine mehrmonatige Immunrestauration durch die zwei- bis
viermalige Gabe von 1 — 5 - 10" Zellen erzielen (Heslop et al., 1996). Solche Zell-
zahlen werden durch pp65mini-LCL-Restimulation problemlos erreicht.

4.3.4 Tetramer-Analysen

Die Herstellung von HLA:Peptid-Tetrameren mit ihren verschiedenen Umsetzungs-
und Reinigungsschritten ist arbeitsaufwendig. Da aul3erdem verschiedene Klasse-I-
Allele und verschiedene HLA:Peptid-Kombinationen sich unterschiedlich gut fur die
Konstruktion von Tetramer-Reagenzien eignen, ist die Herstellung neuer Tetramere
nach wie vor eine technische Herausforderung und die Zahl bisher verfugbarer Allele
und Spezifitditen begrenzt. Fir diese Arbeit standen dank einer Zusammenarbeit mit
dem Institute for Cancer Studies in Birmingham mehrere Tetramere sowohl fir CMV-
als auch fur EBV-Epitope zur Verfigung. Die pp65-Tetramere umfaldten die Epitope
NLV (HLA-A2-restringiert), TPR (HLA-B7-restringiert) und IPS (HLA-B35-restringiert),
die verwendeten EBV-Tetramere umfal3ten die subdominanten Epitope CLG (A2)
und HPV (B35) und die immundominanten Epitope RRIY (B27) und YPL (B35). Bei
der Auswahl der untersuchten T-Zell-Spender wurde darauf geachtet, daR mindes-
tens eines, moglichst mehrere der entsprechenden HLA-Allele beim Spender vorla-
gen. Bei einem CMV-seronegativen/EBV-seropositiven Spender (AX), einem CMV-
seropositiven/EBV-seronegativen Spender (MO) und drei positiv-positiven Spendern
(SL, PM, RT) konnte gleichzeitig mit Tetrameren fir potentiell immundominante
pp65-Epitope und mindestens einem Tetramer gegen ein latentes EBV-Epitop die
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Expansion entsprechender T-Zellen verfolgt werden. In einigen Fallen war die
einzige Uber Tetramere zugangliche EBV-Spezifitat das meist subdominante CLG. In
zwei Fallen dagegen, namlich fir den HLA-B35-Spender MO und den HLA-B27/B35-
Spender RT, konnten Tetramere fur weitere, teils immundominante EBV-Epitope,
namlich RRIY (B27), YPL (B35) und HPV (B35) verwendet werden. Beim CMV-
positiven/EBV-negativen Spender MO wurden erwartungsgemaf nur pp65-spezifi-
sche T-Zellen, nicht aber EBV-spezifische T-Zellen gefunden. Bei Spender RT wurde
dagegen die interessante Beobachtung gemacht, daf3 wahrend der ersten Kultivie-
rungswochen CMV- und EBV-spezifische T-Zellen zunéchst parallel expandiert, aber
im weiteren Verlauf die EBV-spezifischen Zellen durch pp65-spezifische Zellen ver-
drangt wurden, die schlie3lich tber 50% der Kultur ausmachten. Demnach scheinen
pp65mini-LCLs also nicht das Werkzeug der Wahl fur die Generierung CMV/EBV-
bispezifischer T-Zellinien, sondern besonders geeignet fur die bevorzugte Expansion
pp65-spezifischer T-Zellen zu sein.

Insgesamt zeigen die Tetramer-Analysen von T-Zell-Kulturen von vier CMV-seroposi-
tiven Spendern und einem weiteren stark CMV-reaktiven, daher héchstwahrschein-
lich ebenfalls seropositiven Spender, dal3 pp65mini-LCLs ein generell gut geeignetes
Werkzeug fur die Reaktivierung CMV-spezifischer T-Zellen bei seropositiven Spen-
dern sind (Tabelle 3-5), und bestatigen so die Zytotoxizitatsanalysen.

4.4 Strategien der Generierung CMV-reaktiver T-Zellkulturen

Zur Zeit werden vielfaltige Methoden zur Generierung und Expansion pp65-spezi-
fischer T-Zellinien im Labor erprobt und fur den Einsatz in der adoptiven Immunthera-
pie in Betracht gezogen. Dabei stehen oft dendritische Zellen (DC) als antigenpra-
sentierende Zellen und Stimulatoren im Mittelpunkt. Dies geht auf die Etablierung
von Methoden zur in-vitro-Generierung von DC aus Monozyten des peripheren Bluts
und den Nachweis der effektiven T-Zell-Stimulation durch DC (Sallusto und
Lanzavecchia, 1994) zuriick. Zu den fir pp65 und CMV vorgeschlagenen Methoden
gehdren die Applikation des Antigens als definiertes antigenes Peptid (Kleihauer et
al., 2001; Szmania et al., 2001), als rekombinantes Protein (pp65), als virusfreie
Préaparation aus CMV-infizierten Fibroblasten (Peggs et al., 2001), in Form von
apoptotischen CMV-infizierten Fibroblasten (Arrode et al., 2000) oder durch Ko-
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kultivierung mit vitalen CMV-infizierten Fibroblasten (Tabi et al., 2001). Es ware auch
mdglich, CMV-Antigene durch direkte Infektion mit dem Virus in dendritischen Zellen
zur Expression zu bringen (Riegler et al., 2000), insbesondere mit frischen klinischen
CMV-Isolaten oder Stammen, die Uber Endothelzellen, nicht Fibroblasten passagiert
wurden. Bei der Verwendung CMV-infizierter dendritischer Zellen als APC mufte
allerdings damit gerechnet werden, daR immunevasive CMV-Funktionen die Antigen-
prasentation und T-Zell-Stimulation beeintrachtigen kénnten. Daher werden CMV-
infizierte DC zur Zeit als weniger attraktiv angesehen (Tabi et al.,, 2001). Die
Verwendung rekombinanter CMV-Antigene als Zielantigene wurde flr ein Szenario
vorgeschlagen, bei dem periphere Blutzellen als APC dienen (Vaz-Santiago et al.,
2001). SchlieBlich wurde auch die APC-Funktion von LCLs fir die Restimulation
pp65-spezifischer T-Zellen ausgenutzt. Dazu wurden herkémmliche EBV-immortali-
sierte LCLs entweder mit einem Expressionsplasmid fur pp65 transfiziert (Retiere et
al., 2000) oder mit retroviralen pp65-Expressionsvektoren infiziert (Sun et al., 1999b).

4.4.1 Dendritische Zellen

Szmania et al. (2001) prasentieren ihr Verfahren als Mdglichkeit der Expansion
epitopspezifischer T-Zellen bis zum klinischen MaR3stab. Sie stimulierten dazu zu-
nachst PBMC als T-Zell-Quelle mit pp65/NLV-peptidgepulsten, aus Monozyten gene-
rierten dendritischen Zellen, dann fur die zweite und dritte Stimulation mit peptidge-
pulsten LCLs ,oder* PBMC und erhielten so aus 10 Millionen CD8"-Zellen Populatio-
nen von 100 — 200 Millionen Zellen mit 30 — 80 % NLV-tetramerpositiven Zellen. Aus
dieser Population reicherten sie NLV-tetramerfarbende Zellen mit FACS oder MACS
an und unterwarfen diese einer ,Schnellexpansion® mit CD3-Antikdrper und alloge-
nen PBMC als ,feeder”. Das Ergebnis der Anwendung dieses komplexen Prozesses
auf Zellen von CMV-positiven Spendern waren 60 bis 100 Millionen einer Zell-
population mit 75 — 85 % tetramerpositiven Zellen. Wéahrend die ersten Stimulationen
mit peptidgepulsten Zellen also, wie zu erwarten, NLV-spezifische Zellen effizient
anreichern und expandieren konnten, lohnte der erzielte Zugewinn an Reinheit und
Zellzahl nicht den Aufwand der anschlieBend durchgefiihrten Isolation und Expan-
sion tetramerpositiver Zellen. Der nur mafige Erfolg bei der Expansion von positiv
isolierten tetramerbindenden Zellen kdnnte im Zusammenhang mit der Induktion von

Anergie oder Zelltod in T-Zellen stehen, die durch die Tetramerbindung ein starkes
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TCR-Aktivierungssignal in Abwesenheit von Korezeptor- und Kostimulationssignalen
erhalten.

Kleihauer et al. (2001) verzichten auf unspezifische Stimuli und restimulieren PBMC-
Populationen bis zu siebenmal in Folge mit pp65/NLV-peptidgepulsten DC, erzielen
aber eine pp65-spezifische Zytotoxizitat nur in Kulturen aus 6 von 14 CMV-positiven
Spendern. Durch Extrapolation der beobachteten beachtlichen Proliferationsraten
errechnen sie eine theoretisch mogliche Expansion bis zu 10° — 10'° T-Zellen nach
sieben Restimulationen. Allerdings durften bei ausschlie3licher Verwendung von DC
als Restimulatoren fur die tatsachliche Realisierung dieser T-Zellzahlen kaum
ausreichende Zahlen von Stimulatoren verfigbar sein. Andererseits ist fraglich, ob so
hohe Zellzahlen wie 10° tatsachlich notwendig fiir eine effektive Immunrekonstitution
sind. Im Fall von EBV scheinen beispielsweise Gaben von 1 — 5 - 10’ Zellen, zwei-
bis viermal wiederholt, zur mindestens mehrere Monate andauernden Immunrestau-
ration ausreichend zu sein (Heslop et al., 1996). Eine Generierung entsprechender
Zahlen pp65-spezifischer T-Zellen (aus CMV-positiven Spendern) durften sowohl
DC-Methoden als auch mini-LCL-Methoden erméglichen. Allerdings wird durch mini-
EBV-Immortalisation in Form der mini-LCL eine unbegrenzte Quelle sowohl von
Stimulator- als auch von Zielzellen zur Zytotoxizitatsanalyse verfiigbar, wahrend die
Zahl der aus Monozyten generierten DC von vorneherein durch die Zahl der im
peripheren Blut asservierten Monozyten beschrankt ist und ihre Anwendung an die
koordinierte Ausfihrung eines mehrstufigen Kultivierungsprotokolls zur Ausdiffe-
renzierung der DC gebunden ist. Die bisher beschriebenen DC-Methoden sind noch
dazu auf die Generierung von T-Zellen gegen bekannte potente pp65-Epitope
beschrankt.

Diese Einschrankung auf bekannte pp65-Epitope versuchen Peggs et al. (2001) zu
Uberwinden, indem sie DC mit einem CMV-Antigenpraparat aus infizierten Fibrobla-
sten beladen und dann als APC verwenden. Innerhalb des Kultivierungszeitraums
von 14 bis 21 Tagen liel sich so in Kulturen der Mehrzahl von 12 CMV-seropositiven
Spendern eine im Betrag stark variable pp65-spezifische Zytotoxizitat generieren. Im
Median wurde eine zweifache Expansion der Gesamt-T-Zellpopulation erzielt. Die re-
sultierende Population bestand allerdings in den meisten Fallen Uberwiegend aus
CD4"-Zellen. Ob auf diese Weise CMV-spezifische zytotoxische T-Zellen nicht nur

reaktiviert, sondern auch effizient weiter expandiert und angereichert werden kénnen,
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wird durch Experimente mit langerer Kultivierung und zusétzlichen Restimulationen

Zu zeigen sein.

442 EBV-LCLs

Zwei unterschiedliche Anséatze wurden in letzter Zeit beschrieben, wie LCLs, deren
Potential zur effektiven Prozessierung und Prasentation endogen exprimierter Anti-
gene bislang vor allem zur Reaktivierung EBV-spezifischer Zellen ausgenutzt wurde,
als Werkzeug zur Stimulation einer CTL-Antwort gegen ein anderes interessierendes
Antigen benutzt wurden. In beiden Fallen wurde auch pp65 als Modellantigen heran-

gezogen.

Ein generelles Problem bei LCLs und B-Zellinien ist ihre schlechte Transfizierbarkeit.
Dennoch gelang Retiére et al (2000) die Generierung pp65-exprimierender LCLs von
zwei Spendern und einer IE1-exprimierenden LCL eines weiteren Spenders. Durch
Restimulation mit diesen Zellen wurden polyklonale T-Zellinien generiert und kloniert.
Durch Nachweis der TNF-Sekretion bei Kontakt mit HLA- und Antigen-transfizierten
COS-Zellen wurde die Spezifitdt der Klone ermittelt. Zum Zwecke der effizienten
Stimulation spezifischer polyklonaler T-Zellpopulationen wurde die Methode von den
Autoren nicht diskutiert; limitierend durfte dabei unter anderem vermutlich die geringe
Effizienz der Transfektion von LCLs sein.

Dagegen zielen Sun et al (1999) darauf ab, ihre Methode der Generierung pp65-spe-
zifischer T-Zellinien in der adoptiven T-Zell-Therapie anzuwenden. Sie verwenden
zur Stimulation LCLs, in denen durch einen retroviralen Vektor pp65 zur Expression
gebracht wird, und generieren so bispezifische T-Zellkulturen mit CMV- und EBV-
spezifischer Zytotoxizitat. Durch dreimal restimulierte Kulturen wird die autologe
pp65-exprimierende LCL bei einem Effektor/Zielzell-Verhaltnis von 12.5 zu 50% bis
90% lysiert; die Reaktivitat gegen die Standard-LCL ist bei Kulturen aus zwei von vier
CMV-positiven Spendern gleich hoch, bei zwei Spendern niedriger. Autologe CMV-
infizierte Fibroblasten werden zu 15 bis 50%, allogene HLA-inkompatible LCLs wer-
den zu 5 bis 20% lysiert. Die erzielten zytotoxischen Aktivitdten und das Ausmalfd der
Generierung antigenspezifischer und unspezifischer Reaktivitat sind demnach mit
den hier vorgestellten Ergebnissen des mini-LCL-Verfahrens recht gut vergleichbar,
was angesichts der Ahnlichkeit des Restimulationsprinzips in beiden Fallen nicht
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Uberraschend ist. Die Ergebnisse sind auch darin &hnlich, daf? bei manchen CMV-
positiven Spendern bereits nach relativ kurzer Kultivierungszeit die pp65-Reaktivitat
Uber die EBV-Reaktivitat dominiert, bei anderen dagegen noch nicht. Dennoch legen
Sun et al. groRen Wert darauf, durch ihr Verfahren bispezifische T-Zellen zu generie-
ren. Durch Untersuchungen mit EBV-Antigene exprimierenden rekombinanten Vacci-
niaviren zeigen sie in einer spateren Arbeit (Sun et al., 2000) anhand von drei T-Zell-
Kulturen, dafld pp65-LCLs die gleichen latenten EBV-Antigenspezifitaten reaktivieren,
die beim jeweiligen Spender mit Standard-LCLs reaktiviert werden, und in vergleich-
barer Intensitat. Zu diesem konstanten Reaktivitdtsmuster kommt in allen Fallen eine
starke pp65-reaktive Komponente in der T-Zellinie hinzu. Das Verhéltnis von EBV-
Reaktivitdt und CMV-Reaktivitat bei den drei gezeigten Spendern ist viel weniger
variabel als bei den zuvor prasentierten Ergebnissen (Sun et al., 1999b), obwohl die
Methode der T-Zell-Kultivierung nicht verandert wurde. Das la3t darauf schliel3en,
daf fur die spatere Vero6ffentlichung nur Daten von besonders geeigneten Spendern
zur Prasentation ausgewahlt wurden. Trotzdem durfte die Bispezifitat der Kulturen an
Kultivierungstag 21 in der Regel gegeben und daher ein adoptiver Transfer mit
bispezifischen T-Zellkulturen mdglich sein, falls man sich mit den in dieser kurzen
Kultivierungszeit erreichbaren moderaten Zellzahlen und den entsprechenden
Niveaus unspezifischer Reaktivitat zufriedengeben will. Auf das bis dahin Erzielbare
sind auch die wenig restriktiven Ausschlul3kriterien des klinischen Protokolls
abgestimmt, das von der gleichen Arbeitsgruppe veréffentlicht wurde (Lucas et al.,
2000). Sollte dagegen allerdings die Generierung einer gré3eren Zahl spezifischerer
Zellen angestrebt werden, dirfte, abgesehen von einer Abreicherung von NK- oder
CD4"-T-Zellen, eine Restimulation tiber einen langeren Zeitraum hinweg die einfach-
ste Methode sein. In diesem Fall mufte das Ziel einer CMV/EBV-bispezifischen Kul-
tur moglicherweise aufgegeben werden. Dies legen auch die Ergebnisse mit Spender
RT nahe (Abbildung 3-24). Das Erfordernis der Generierung zweier monospezifi-
scher anstelle einer bispezifischen Kultur dirfte allerdings nicht das Haupthindernis
sein, das einer adoptiven Immuntherapie gegen CMV und EBV im Wege steht. Die
Vorteile des mini-EBV-Systems gegeniber einem System wie dem von Sun et al.
sind offensichtlich: es wird Zeit und Arbeitsaufwand erspart, da das mini-EBV-System
B-Zell-lmmortalisierung und Einfuhrung der Antigenexpressionsvektors in einem
Schritt und in einem Molekul vereinigt, und es wird weder replikationsfahiges EBV
noch ein retroviraler Vektor bendétigt.



DISKUSSION 95

4.4.3 Primére T-Zellaktivierung

Interessanterweise vermag auch die Verwendung von dendritischen Zellen als APC
das Problem der Generierung CMV-spezifischer T-Zellen aus CMV-negativen Spen-
dern, das heif3t der priméaren Aktivierung naiver T-Zellen, in der Praxis nicht ohne
weiteres zu losen. Peggs et al. (2001) finden in keiner ihrer T-Zellkulturen von 6
CMV-negativen Spendern eine CMV-Reaktivitdt. Szmania et. al. (2001) weisen eine
pp65-spezifische Zytotoxizitat in Kulturen von lediglich 2 von 10, Kleihauer et al.
(2001) in Kulturen von 2 von 11 CMV-negativen Spendern nach. Bei Kleihauer et al.
konnte ein Problem die préferentielle Expansion FCS-spezifischer T-Zellen gegen-
Uber CMV-spezifischen Zellen aus einer naiven Startpopulation sein. Bei Szmania et
al., die autologes Plasma verwendeten, reichten méglicherweise die durchgefihrten
drei bis vier Stimulationsrunden nicht aus fir eine Expansion NLV-spezifischer T-
Zellen bis hin zur Detektierbarkeit. Peggs et al. verwenden sowohl Humanserum als
auch eine verlangerte Restimulationszeit. Hier konnte wiederum die CMV-Antigen-
dichte der kritische Punkt sein, denn die Voraussetzung dieses Verfahrens ist, dal’
die dendritischen Zellen aus einem komplexen Préaparat CMV-infizierter Zellen Anti-

gene aufnehmen und prozessieren.

Wie kdnnten mini-LCLs zur Lésung des Problems beitragen? Ein leichter verfliigbares
Restimulationssystem, als DCs es sind, kdnnte die Expansion CMV-antigenspezi-
fischer Zellen stark erleichtern. Hier waren pp65mini-LCLs zweifellos von Vorteil. Die
Frage ist, ob auch die Primarstimulation mit DCs durch mini-LCLs ersetzt werden
konnte. Prinzipiell scheinen LCLs zur Aktivierung einer primaren MHC-restringierten,
in diesem Fall EBV-spezifischen T-Zell-Antwort fahig zu sein, dabei werden bevor-
zugt CD4"-T-Zellen gefunden (Misko et al., 1991; Sun et al., 1999a). Analoge Experi-
mente etwa mit pp65mini-LCLs zur Aktivierung priméarer pp65-spezifischer T-Zellen
sind ohne weiteres denkbar, soweit es sich um CMV- und EBV-negative Spender
handelt. Bei EBV-positiven Spendern dagegen durfte die effizientere und von viel
héheren Effektorzahlen ausgehende Reaktivierung von EBV-spezifischen T-Zellen
die CMV-spezifische Aktivierung Uberdecken. Eine Mdglichkeit zur Ldsung des
Dilemmas kénnte eine Kombination aus priméarer Stimulation mit epitop- oder anti-
genbeladenen dendritischen Zellen und Expansion durch Restimulation mit der pp65-

mini-LCL sein.
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4.5 Ausblick

Am Beispiel des Modellantigens und potentiellen therapeutischen Zielantigens pp65
wurden in dieser Arbeit die Einsatzmdglichkeiten von mini-EBV-Vektoren zur Gene-
rierung potenter antigenprasentierender Zellen, mini-LCLs, und zur anschlieRenden

in-vitro-Induktion spezifischer zytotoxischer T-Zell-Antworten dargelegt.

Viele weitere Antigene kommen als Zielstrukturen einer potentiell therapeutisch
wertvollen Restauration oder de-novo-Induktion einer zellularen Immunantwort in
Frage. Bereits im Hinblick auf die Kontrolle der CMV-Infektion zeigen sich Erweite-
rungsmaoglichkeiten. Da sich pp65 die Rolle als immundominantes CMV-Antigen mit
mindestens einem weiteren CMV-Protein, IE1, teilt, und es gesunde CMV-Infizierte
gibt, die nur gegen eines von beiden, kaum aber solche, die gegen keines dieser bei-
den Antigene reagieren (Gyulai et al., 2000), kdnnten mini-EBV-Vektoren, die neben
pp65 auch IE1 exprimieren, noch umfassender verwendet werden. Auch wenn in
vitro eine spezifische Zytotoxizitat gegen ein CMV-Antigen, wie gezeigt, zur Eliminie-
rung virusinfizierter Zellen ausreicht, konnte die Wirksamkeit von T-Zellkulturen ver-
bessert sein, die auf mehrere virale Antigene zielen, die auf verschiedenen Stufen
des viralen Replikationszyklus exprimiert werden. Die grol3e Kapazitat von mini-EBV-
Vektoren fur die Aufnahme zusatzlicher Gene wirde hier nahezu beliebige Kombina-

tionen ermdglichen.

Als nachstes ware die Ausweitung des Systems auf therapeutisch relevante Antigene
anzustreben, die im T-Zell-Gedéachtnis weniger stark reprasentiert sind als EBV- und
CMV-Antigene. Hier bieten sich zum Beispiel die humanen Papillomviren an, gegen
die bei vielen Patienten mit Zervixneoplasie oder -karzinom spezifische T-Zellen ge-
funden werden, allerdings nur in geringen Zahlen (Youde et al., 2000). Papillomvirus-
antigene gehdren zu den spezifischen Tumorantigenen, die eine tumorspezifische
adoptive T-Zell-Therapie ermdéglichen kdnnten. Die Ergebnisse der Anwendung des
mini-EBV-Systems auf solche Antigene wirden bei der Wahl der Methoden helfen,
um mit dem mini-EBV-System die schwierigste der anstehenden Aufgaben zu l6sen,

namlich die Aktivierung einer primaren T-Zell-Antwort.
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5 Zusammenfassung

Die gezielte Generierung antigenspezifischer T-Zellinien, zum Beispiel fir den Ein-
satz in der adoptiven Immuntherapie, erfordert die Stimulation der T-Zellen durch Ko-
kultivierung mit anderen Zellen, die das Antigen in einem geeigneten molekularen
Kontext auf ihrer Oberflache présentieren. Fir den Spezialfall der Stimulation Ep-
stein-Barr-Virus-(EBV)-spezifischer T-Zellen existiert ein besonders effizientes Sy-
stem: EBV-immortalisierte B-Zellen, genannt lymphoblastoide Zellinien (LCLS).
Solche LCLs sind leicht fiur jeden beliebigen humanen Spender herzustellen und
proliferieren unbegrenzt. Sie exprimieren mehrere virale Proteine, die in vitro wie in
vivo eine starke antivirale T-Zell-Antwort hervorrufen, und stimulieren effizient

spezifische T-Zellen gegen diese EBV-Antigene.

EBV wurde genetisch modifiziert, um ein neues System zur rationellen Generierung
antigenprasentierender Zellen fur die T-Zell-Stimulation ermdglichen. Dieses System
beruht auf rekombinanten EBV-Vektoren, mini-EBVSs, in die das Gen fir ein beliebi-
ges Antigen eingebaut wurde. Mini-EBVs immortalisieren B-Zellen, und in den ent-
stehenden Zelllinien, genannt mini-LCLs, wird das gewlnschte Antigen exprimiert.
Zudem konnen mini-LCLs im Gegensatz zu LCLs kein infektioses EBV bilden und
sind daher im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz als besonders sicher anzu-
sehen. In dieser Arbeit sollte die Eignung von mini-LCLs gezeigt werden, effizient ein
Fremdantigen zu prasentieren, um antigenspezifische T-Zellen zu restimulieren und
expandieren. Schwerpunkt der Arbeiten bilden Untersuchungen mit einem mini-EBV-
Vektor, der als Modellantigen das Gen fir pp65 tragt, ein immundominantes T-Zell-

Antigen aus dem humanen Cytomegalovirus.

Die mini-EBV-Immortalisierung wurde so weit optimiert, daf3 schlie3lich bei acht von
neun gesunden Normalspendern aus einer kleinen Blutprobe pp65mini-LCLs etab-
liert werden konnten. Sie waren frei von Wildtyp-EBV, exprimierten intrazellular pp65
und auf ihrer Oberflaiche essentielle Présentations- und Kostimulationsmolekule.
Durch Restimulation mit der autologen pp65mini-LCL wurden T-Zellinien generiert.
Detaillierte Zytotoxizitdtsanalysen zeigten die HLA-restringierte, pp65-spezifische
Zytotoxizitat der pp65mini-LCL-stimulierten T-Zellinien aus vier von vier CMV-seropo-
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sitiven Spendern. Bei allen diesen T-Zellinien dominierte nach wiederholter Restimu-
lation die pp65-spezifische Uber die EBV-spezifische Zytotoxizitat. T-Zellinien aus
EBV-seronegativen Spendern sowie Kontroll-T-Zellinien, die mit Kontroll-mini-LCLs
ohne pp65-Expression stimuliert worden waren, zeigten dagegen lediglich eine EBV-
spezifische Zytotoxizitat.

Durch Farbung mit HLA:Peptid-Tetrameren wurde die Expansion pp65-epitopspezifi-
scher T-Zellen in allen pp65mini-LCL-restimulierten T-Zellinien aus CMV-seropositi-
ven Spendern nachgewiesen. Bei den drei pp65-T-Zellinien mit einer Kultivierungs-
dauer von mindestens 50 Tagen, die mit Tetrameren untersucht werden konnten,
wurden 40% oder mehr pp65-epitopspezifischne CD8"-T-Zellen nachgewiesen. Auch
EBV-epitopspezifische Zellen waren nachweisbar, jedoch bestatigten die Tetramer-
Analysen, dalR durch Restimulation mit pp65mini-LCLs bevorzugt pp65-spezifische
T-Zellen expandiert wurden.

Der Vergleich mit den Resultaten verschiedener aktuell publizierter Protokolle zur in-
vitro-Generierung pp65-spezifischer T-Zellen fur die adoptive Immuntherapie zeigt,
dall pp65mini-LCLs ein vorteilhaftes Werkzeug sein werden, um dieses Ziel zu
erreichen. Die Erweiterung des mini-EBV-Systems auf andere therapierelevante
Antigene ist die Aufgabe der Zukunft.
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Abklrzungen

Uber T-Zell-Epitope (meist 3-Buchstaben-Codes) informiert Tabelle 3-3 (Seite 65), zu
Spender-Codierungen (2- und 4-Buchstaben-Codes) siehe Tabelle 3-2 (Seite 64).

AIDS

amp
APC
BATDA

bp
cam
CD...

Cmv

DC
DMEM

DNA

E. coli
E:T
EBNAL etc.

EBV
EpCAM

FACS
FCS
FITC

g

acquired immune deficiency syndrome, erworbenes Immundefizienz-
syndrom

Ampicillin, Ampicillin-Resistenz

antigenprasentierende Zelle
Bis-(acetoxymethyl)-2,2":6*,2"-terpyridin-6,6*-dicarboxylat
Membrangéangiger Chelatligand flr Zytotoxizitatsanalysen. Wird von der
Zelle zu TDA umgesetzt.

Basenpaare der DNA oder RNA

Chloramphenicol, -Resistenz

cluster of differentation, Oberflachenmarker von Blut- und anderen
Zellen

Cytomegalovirus. Gemeint ist das humane Cytomegalovirus, wenn
nicht anders vermerkt

dendritische Zelle

Dulbecco's modified Eagle's medium, Standardmedium fiir adharente
Zellkulturen

Desoxyribonukleinsaure

Escherichia coli

Effektor-zu-Zielzell-Verhéltnis (effector to target)

Epstein-Barr nuclear antigen 1 etc., latente EBV-Proteine, in LCLs und
mini-LCLs exprimiert

Epstein-Barr-Virus

epithelial cell adhesion molecule, Oberflachenprotein, in Plattenepithel-
karzinomen Uberexprimiert

fluorescensce-activated cell sorter, DurchfluRzytometer

fotales Kalberserum (fetal calf serum)

Fluorescein-Isothiocyanat, konjugierbarer Fluoreszenzfarbstoff
Fallbeschleunigung im Schwerefeld der Erde, g = 9,81 m/s?
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HCMV
HLA

HLA-A, B, C

IE1
IFN-g
IL-2

kbp

LB

LCL
LMP1, 2

MCMV
MHC

mini-EBV

mini-LCL

PBMC
PBS
PE
pp65
PCR
RNA
RPMI

rpm
TDA

tet
tet-shuttle
TNF

TR

humanes Cytomegalovirus

human leukocyte antigen, bezeichnet MHC-Molekile des Menschen
MHC-Klasse-I-Molekile des Menschen

immediate early-1, frihes CMV-Protein

Interferon-gamma

Interleukin-2

Kilobasenpaare der DNA oder RNA

Luria-Bertani-Bakterienmedium

lymphoblastoide Zellinie, B-Zellinie, die durch EBV immortalisiert ist
latente Membranproteine 1, 2 des EBV, in LCLs und mini-LCLs expri-
miert

murines Cytomegalovirus

major histocompatibility complex, bezeichnet die Moleklle der Antigen-
prasentation und ihren genetischen Lokus

mini-Epstein-Barr-Virus, Plasmid basierend auf 41% des EBV-Genoms,
bewirkt die B-Zell-lmmortalisierung unter Entstehung einer mini-LCL
mini-lymphoblastoide Zellinie, B-Zellinie, die durch ein mini-EBV immor-
talisiert ist

mononukleare Zellen des peripheren Blutes

phosphatgepufferte Kochsalzlésung

Phycoerythrin, Fluoreszenzfarbstoff

Phosphoprotein 65, Tegumentprotein des CMV mit ca. 65 Kilodalton
Polymerase-Kettenreaktion

Ribonukleinsaure

Roswell Park Memorial Institute, Standardmedium zur Lymphozytenkul-
tivierung

Umdrehungen pro Minute

2,2":6',2"-Terpyridin-6,6"-dicarboxylat, siehe BATDA

Tetrazyklin, -Resistenz

Transfervektor fur EBV-Vektoren, enthalt Tetrazyklin-Resistenzgen
Tumor-Nekrose-Faktor

terminal repeats, Verpackungssignale des EBV-Genoms
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