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Zusammenfassung

Die Primarinfektion mit dem humanen Herpesvirus 6 (HHV-6) findet meist im frihen
Kindesalter statt und verursacht vor allem ein mehrtagiges Fieber (,Drei-Tage-Fieber®).
Nach dem Erstkontakt etabliert sich eine latente Infektion mit dem HHV-6-Virus, die von
immunkompetenten Menschen in der Regel lebenslang gut beherrscht wird. Bei
Immunsupprimierten kann sich das HHV-6-Virus reaktivieren und teils schwere
Erkrankungen hervorrufen. Die Behandlung dieser Erkrankungen mit antiviralen
Medikamenten ist mit starken Nebenwirkungen verbunden, weshalb ein hoher Bedarf an
alternativen Therapien besteht. Eine mdgliche, wesentlich nachhaltigere Therapieform
ware ein adoptiver Transfer virusspezifischer T-Zellen. Dafur bedarf es einer genaueren

Erforschung der Komponenten der virusspezifischen T-Zellantwort gegen HHV-6.

Im ersten Teil dieser Dissertation wurden Vorarbeiten Gber ein immunogenes Antigen U86
(IE-2) weitergefuhrt und insbesondere die T-Zellantwort des stark immundominaten
Epitops DFK aus HHV-6B genauer charakterisiert. Auch sollte eine mdgliche Ursache fir
die Immundominanz DFK-spezifischer T-Zellen in HHV-6-positiven Spendern gefunden
werden. Es konnte gezeigt werden, dass das DFK-Epitop einen ungewdhnlich hohen Grad
an Polymorphismus zu anderen Roseoloviren aufwies, da die DFK-spezifischen T-Zellen
nur HHV-6B- aber weder HHV-6A- noch HHV-7-infizierte Zellen erkannten. Generell ist
Polymorphismus ein Zeichen fir einen hohen Selektionsdruck, der auf diesem Epitop liegt.
Dieser Selektionsdruck spricht stark fir die Tatsache, dass es sich bei dem DFK-Epitop
nicht nur um ein besonders immundominierendes, sondern auch protektives Epitop

handelt, welches zukunftig auch in einer therapeutischen Behandlung nutzlich sein kann.

Der zweite Teil der Arbeit konzentrierte sich auf die Charakterisierung der T-Zellantwort
gegen die beiden HHV-6B-Antigene U38 (DNA-Polymerase) und U41 (DNA-Bindeprotein)
hinsichtlich ihrer Spezifitat und Funktionalitat. Gegen beide Antigene U38 und U41 konnten
in einem HHV-6B-positiven Spender spezifische CD4*- und CD8*-T-Zellen gefunden
werden. Diese T-Zellen waren sowohl in der Lage das Virus im Kontext der Infektion in
vitro zu erkennen als auch infizierte Zellen erfolgreich zu lysieren. Die so identifizierten
U38- und U41-spezifischen Epitope der analysierten T-Zellen kdnnen zukilnftig
beispielsweise fiir ein krankheitsbegleitendes Immunmonitoring verwendet werden aber
geben uns jetzt schon einen weiteren Einblick in die spezifische Immunantwort gegen
HHV-6B.
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Im letzten Teil der Arbeit wurde die T-Zellimmunitat gegen das im Dezember 2019 erstmals
in Wuhan (China) entdeckte, pandemische Virus SARS-CoV-2 untersucht.

Hierzu wurde in einem ersten Projekt eine Patientin mit einem follikuldren Lymphom und
einer SARS-CoV-2 Infektion analysiert. Es gab fur diese Patientin einen bereits
vorhandenen Datensatz zu neuen SARS-CoV-2-Mutationen, die in ihr gefunden worden
waren. Daher wurde die Hypothese getestet, ob ein Teil der Mutationen durch
Immunevasion gegeniiber CD8*-T-Zell-Antworten zu erklaren sei. Dazu wurden SARS-
CoV-2-spezifische T-Zellkulturen etabliert und diese gegen mdgliche T-Zellepitope in ihrer
Wildtyp- und Mutanten-Version getestet. Da die SARS-CoV-2-spezifischen T-Zellen nicht
in der Lage waren die mutierten Epitope zu erkennen, konnte hier eine Immunevasion der

T-Zellen nachgewiesen werden.

Das zweite Projekt untersuchte inwieweit mRNA-basierte Impfstoffe gegen SARS-CoV-2
bei einer Kohorte von Krebspatienten, die an verschiedenen hamatologischen Malignomen
erkrankt sind, Spike-spezifische T-Zell-Antworten auslésen kénnen. Es konnte erfolgreich
gezeigt werden, dass eine Zwei-Dosen-Impfung gegen SARS-CoV-2 in der Lage ist,
funktionelle IFN-y-sekretierende Spike-spezifische T-Zellen bei der Mehrheit der Patienten

zu induzieren.

Zusammengefasst kdnnen die Ergebnisse dieser Doktorarbeit dazu beitragen, dass der
Wissensstand zur T-Zellimmunitat gegen die zwei stark verbreiteten Viren HHV-6 und
SARS-CoV-2 erweitert wird, um in Zukunft T-Zell-basierte Immuntherapien, Impfungen,

Diagnose- und Monitoringverfahren zu entwickeln.
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1 Einleitung

1.1 Das humane Herpesvirus 6

1.1.1 Die Familie der humanen Herpesviren

Herpesviren sind weit verbreitete virale Infektionserreger, die bei allen funf Ordnungen der
Vertebraten (Saugetieren, Vogeln, Amphibien, Reptilien und Fischen) und bei den
Invertebraten (Mollusken) vorkommen. Bisher konnten udber 200 unterschiedliche
Herpesviren nachgewiesen werden, wobei davon nur ein kleiner Prozentsatz den
Menschen infizieren kann (Davison 2014). Bis heute zahlt die Familie der humanen
Herpesviridae neun verschiedene Mitglieder. Basierend auf einer genetischen Analyse des
konservierten Strukturproteins gH wird die Familie der Herpesviridae in drei grof3e
Unterfamilien der Alpha-, Beta- und Gammaherpesvirinae unterteilt (siehe Tabelle 1). Ihr
wichtigstes gemeinsames Merkmal ist ihre Fahigkeit, in ihrem Wirt eine lebenslange latente
Infektion zu etablieren. Zum Teil reaktivieren Herpesviren sporadisch, z. B. in einer
Situation der lokalen oder systemischen Immunsuppression, zum Teil werden sie

kontinuierlich produziert und z.B. in den Speichel freigesetzt (Louten 2016).

Tabelle 1: Ubersicht der neun verschiedenen Herpesviren. Trivialname, Gattung und Zuordnung zu einer der

drei Herpesfamilien.

taxonomischer Name Trivialname Genus Unterfamilie
Humanes Herpesvirus 1 Herpes-simplex-Virus 1 Simplexvirus herpesvirinae
Humanes Herpesvirus 2 Herpes-simplex-Virus 2 Simplexvirus herpesvirinae
Humanes Herpesvirus 3 Varizella-Zoster-virus Varicellovirus herpesvirinae
Humanes Herpesvirus 4 Epstein-Barr-Virus Lymphocryptovirus Gammaherpesvirinae
Humanes Herpesvirus 5 Humanes Cytomegalievirus Cytomegalovirus Betaherpesvirinae

Humanes Herpesvirus 6A Roseolovirus Betaherpesvirinae

Humanes Herpesvirus 6B Roseolovirus Betaherpesvirinae
Humanes Herpesvirus 7 Roseolovirus Betaherpesvirinae
Humanes Herpesvirus 8 Kaposi-Sarkom-Herpesvirus Rhadinovirus Gammaherpesvirinae

Die Alphaherpesvirinae besitzen einen schnellen Replikationszyklus (< 24 Stunden),
haben ein breites Wirtsspektrum und sind neurotrop. Die Gammaherpesvirinae Epstein-
Barr-Virus und das humane Herpesvirus 8 sind lymphotrop und die einzigen humanen

Herpesviren mit nachgewiesenem onkogenem Potenzial. Die Betaherpesvirinae bestehen
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aus dem humanes Cytomegalovirus und den Roseoloviren HHV-6A, -B und HHV-7. Diese
besitzen ein kleines Spektrum an potenziellen Wirten, haben einen langsamen

Replikationszyklus und verbreiten sich dadurch eher langsam (Davison 2014).

1.1.2 Biologie von HHV-6A und HHV-6B

Das humane Herpesvirus 6A (HHV-6A) wurde im Jahr 1986 zufallig aus T-Zellkulturen
isoliert, die eigentlich zur Suche nach neuen Retroviren angelegt wurden (Fujikawa et al.
1986). Zwei Jahre spater wurde das humane Herpesvirus 6B (HHV-6B) unter ahnlichen
Umstanden identifiziert (Lopez et al. 1988; Yamanishi et al. 1988). Seit dieser Zeit wurde
dieses Virus zusammenfassend als HHV-6A/B bezeichnet.

Im Jahr 2013 wurde auf der Basis von phanotypischen und genetischen Argumenten
vorgeschlagen, dass HHV-6A und HHV-6B als zwei verschiedene Virusspezies aufgefasst
werden sollten. Zuvor waren HHV-6A und HHV-6B meist als Varianten einer Spezies
betrachtet worden (Ablashi et al. 2013). Die beiden HHV-6-Spezies unterscheiden sich
voneinander in Zelltropismus, Genomsequenz und Antigenitat, zudem finden sich trotz
ihrer hohen Homologie keine natlrlichen gemischten Rekombinanten (Ablashi et al. 2013).
Ein etwas entfernter mit HHV-6A und HHV-6B verwandtes Virus ist HHV-7. Dieses wurde
im Jahre 1990 identifiziert (Frenkel et al. 1990). Die drei Viren HHV-6A, HHV-6B und HHV-
7 sind in der Allgemeinbevolkerung weit verbreitet, wobei der Mensch der einzige
naturliche Wirt ist (De Bolle, Naesens, and De Clercq 2005). Sie persistieren wie andere
humane Herpesviren unbegrenzt im infizieten Organismus und koénnen zu
Reaktivierungen fuhren, die meist asymptomatisch sind, aber z.B. in Fallen einer schweren
Immunsuppression auch mit mehr oder weniger schweren klinischen Syndromen

einhergehen kénnen (Agut, Bonnafous, and Gautheret-Dejean 2015).

1.1.2.1 Eigenschaften der beiden Viren

Sowohl HHV-6A als auch HHV-6B sind Mitglieder der Roseolovirus-Gattung der
Betaherpesvirus-Unterfamilie (Ablashi et al. 1991). Sie teilen mit den anderen sieben
humanen Herpesviren eine ahnliche Virionstruktur und genomische Architektur. Virale
Partikel (auch Virionen genannt) bestehen von auflen nach innen aus einer
Lipiddoppelschicht in die die viralen Glykoproteine eingebettet sind, den auf’eren und
inneren Tegumentschichten, das mit Proteinen in lose strukturierter Anordnung gefullt ist,

und dem Nukleokapsid mit ikosaedrischer Symmetrie und einem Durchmesser von 90 bis
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110 nm, das die genomische DNA enthalt (vergleiche Abbildung 1) (Biberfeld et al. 1987,
Yoshida et al. 1989).

6%"(25’ Glykoproteine
&

Lipiddoppelschicht

aulere
Tegumentschicht

innere
Tegumentschicht

Nukleokapsid

dsDNA

Abbildung 1: Die schematische Darstellung eines Roseolovirions. Die Glykoproteine befinden sich in der

Lipiddoppelschicht. Erstellt mit BioRender.com.

Reife Virionen haben einen Durchmesser von etwa 200 nm. Die Lipidnatur der Umhillung
bedingt eine schlechte Bestandigkeit gegenuber chemischen oder physikalischen
Inaktivierungsmitteln.

HHV-6A, HHV-6B und HHV-7 besitzen Genome, die 159, 165 bzw. 145 Kilobasenpaare
grof} sind und jeweils aus einer doppelstrangigen linearen DNA bestehen (Ablashi et al.
2013). Die Genome sind sehr homolog zueinander und besitzen jeweils eine 143 bis
145 kb grofRe einzigartige (U) Region, flankiert von terminalen direkten Wiederholungen
(DR) von 8 bis 9kb und sind unterbrochen durch drei Zwischenwiederholungen,
bezeichnet als R1, R2 und R3, in der unmittelbar frihen A-Region (IE-A). Die DRs
enthalten die Spaltungsverpackungsmotive pac-1 und pac-2 und Wiederholungen des
Hexanukleotids (GGGTTA)n, d.h. Telomer-artige Repetitionen (Thomson, Dewhurst, and
Gray 1994). Es wird angenommen, dass diese Wiederholungen eine Rolle bei der DNA-
Replikation und bei der Aufrechterhaltung des viralen Genoms in latent infizierten Zellen

spielen (Gompels and Macaulay 1995).
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1.1.2.2 Unterschiede zwischen HHV-6A und -6B

Die Genomsequenzen der Varianten HHV-6A und HHV-6B sind auf Nukleotidebene zu
90 % konserviert. Allerdings weisen HHV-6A und HHV-6B jeweils charakteristische
Restriktionsendonukleaseprofile auf, die eine eindeutige Klassifizierung von entnommenen
Proben als A- oder B-Spezies erlauben (Ablashi et al. 1991; Aubin et al. 1991). Es findet
sich der héchste Grad an Sequenzdivergenz in der IE-1-Region (Chou and Marousek
1994). Dessen SpleiBmuster und zeitliche Transkriptionsregulation unterscheiden sich
zwischen den Spezies A und B (Dominguez et al. 1999), was darauf hindeutet, dass diese
Region fur bestimmte biologische Unterschiede zwischen den beiden Spezies
verantwortlich sein konnte. Zudem wurde beobachtet, dass sich die HHV-6B IE-1-
Sequenzen weiter in zwei verschiedene Untergruppen aufspalten, die durch die
Laborstamme Z29 und HST reprasentiert werden (Stanton, Wilkinson, and Fox 2003).

Ein weiterer phanotypischer Unterschied zwischen A- und B-Spezies ist die U97-U100-
Region, kodierend fir den Virion-Hullglykoprotein-Komplex gp82-gp105. Ein als HN3
bezeichnetes Exon dieses Gens findet sich nur in HHV-6B (Isegawa et al. 1999).
Umfangreiches SpleiRen seiner mRNA-Transkripte flihrt zu verschiedenen Proteinen, die
virusspezifische neutralisierende Epitope enthalten (Pfeiffer et al. 1993). Da das als gQ
bezeichnete 80-kDa-U100-Genprodukt an der CD46-Rezeptorbindung und der
anschlieBenden Membranfusion beteiligt ist, kdnnte eine Divergenz in dieser Region zu

Unterschieden im Zelltropismus zwischen A- und B-Varianten beitragen (Mori et al. 2003).

1.1.3 Pathobiologie von HHV-6
1.1.3.1 Zelltropismus

Sowohl HHV-6A als auch HHV-6B besitzen die Fahigkeit ein breites Spektrum von
Zelltypen zu infizieren. Sie kdnnen sowohl T-Zellen, insbesondere CD4*-T-Zellen, aber
auch CD8'-T-Zellen, Monozyten-Makrophagen, hamatopoetische Zellen des
Knochenmarks, Epithelzellen der Niere und Speicheldrisen, Endothelzellen,
Mikrogliazellen, Oligodendrozyten und Astrozyten infizieren (Agut, Bonnafous, and
Gautheret-Dejean 2015). Dies liegt wahrscheinlich daran, dass beide Viren (insbesondere
HHV-6A) CD46 als zellularen Rezeptor verwenden kénnen (Santoro et al. 1999). CD46 ist
ein regulatorischer Komplementrezeptor und wird von allen kernhaltigen menschlichen
Zellen exprimiert. Der hauptsachlich von HHV-6B verwendete zellulare Rezeptor ist CD134
(Tang et al. 2013).
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Die Isolierung und Kultivierung beider HHV-6-Spezies kann im Labor mit mononuklearen
Zellen des peripheren Bluts von gesunden Spendern durchgefiuhrt werden, da sich sowohl
HHV-6A als auch HHV-6B am effizientesten in vitro in CD4*-T-Lymphozyten replizieren
(Salahuddin et al. 1986; Takahashi et al. 1989). Fur die Kultivierung beider Viren wird auch
haufig auf Nabelschnurblutzellen zurlickgegriffen, da diese den Vorteil bieten, dass sie frei
von latentem HHV-6 sind, das bei erwachsenen PBMCs haufig vorkommt (Agut,
Bonnafous, and Gautheret-Dejean 2015). Im Vergleich zu HHV-6B infiziert HHV-6A
kultivierte Zellen neuronalen Ursprungs leichter und flhrt eher zu einer produktiven
lytischen Infektion, die zu einem zytopathischen Effekt fihrt (De Bolle et al. 2005).

In vitro hat HHV-7 hat einen selektiven Tropismus flir CD4*-T-Zellen, wahrend es in vivo in
der Haut, in den Speicheldriisen und vielen anderen Organen beobachtet wird (De Bolle,
Naesens, and De Clercq 2005). Die Isolierung und Kultivierung von HHV-7 wird ebenfalls
am besten mittels CD4’-T-Zellkulturen durchgefiihrt. Die HHV-7-Kultur ist jedoch
schwierig, da sie normalerweise nur einen schwachen zytopathischen Effekt in den
infizierten Zellen auslést. Die erhaltenen Virusstocks haben immer einen niedrigen
Infektionstiter (Boutolleau et al. 2005).

Derzeit ist kein naturliches Tiermodell fir eine produktive Infektion mit diesen Viren
bekannt, obwohl transgene Mause, die humanes CD46 exprimieren, experimentell mit

HHV-6A Uber intrazerebrale Injektionen infiziert werden konnten (Reynaud et al. 2014).

1.1.3.2 Primarinfektion

Die HHV-6B-Primarinfektion tritt normalerweise in der frihen Kindheit zwischen 6 Monaten
und 3 Jahren auf, wenn die mitterlichen Antikdrper nachlassen (Pruksananonda et al.
1992; Hall et al. 1994). HHV-7- und HHV-6A-Primarinfektionen treten spater auf. Die
Erstinfektion erfolgt am haufigsten durch den Kontakt von infiziertem Speichel oder
Nasenschleim mit den Atemwegen, einschlieBlich der Mandeln (Braun, Dominguez, and
Pellett 1997) und olfaktorischen Zellen der Nasenhdhle (Harberts et al. 2011). Stillen
scheint keine Rolle bei der Ubertragung von HHV-6A und HHV-6B zu spielen, aber das
Vorhandensein von HHV-7 in der Muttermilch wurde nachgewiesen und deutet auf einen
méglichen Ubertragungsweg hin (Fujisaki et al. 1998). Eine Primarinfektion mit HHV-6A
oder HHV-6B im Mutterleib ist méglich und wird bei etwa 1 von 100 Geburten beobachtet,
aber eine solche angeborene Infektion scheint im Gegensatz zu CMV bei der Geburt nicht
mit eindeutigen Symptomen verbunden zu sein. Es konnte allerdings ein negativer Einfluss
auf die spatere neuropsychologische Entwicklung des Kindes festgestellt werden (Caserta

et al. 2014). Auch Uber die Ubertragung von HHV-6 durch Organtransplantationen wurde
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berichtet, wahrend eine Ubertragung Uber Blutspenden nie beobachtet wurde (Agut,
Bonnafous, and Gautheret-Dejean 2015).

Die HHV-6B-Priméarinfektion verlauft oft asymptomatisch, ansonsten wird diese mit einem
Exanthem subitum (auch Roseola infantum oder Drei-Tage-Fieber genannt), einer
gutartigen akuten Erkrankung des Sauglings, assoziiert (Zerr et al. 2005; Yamanishi et al.
1988). Sie besteht normalerweise aus zwei aufeinander folgenden Phasen: Fieber fur drei
bis funf Tage, oft verbunden mit Krampfanfallen, und dann ein Rételn-ahnlicher Ausschlag
an Hals und Brust, der nach dem Fieber beobachtet wird und fur ein bis zwei Tage anhalt.
In einigen Fallen kann die Primarinfektion auch mit schwereren Symptomen wie einer
Meningoenzephalitis, einer Leberfunktionsstérung und einem Makrophagen-
Aktivierungssyndrom verbunden sein (Asano et al. 1992; Crawford et al. 2007). Einige
Enzephalitis-Falle im Zusammenhang mit einer HHV-6B-Primarinfektion hatten einen
besonders schlechten Verlauf und fihrten zum Tod des Patienten oder zu erheblichen
neurologischen Folgeerkrankungen (Yoshikawa et al. 2009; Tesini, Epstein, and Caserta
2014). Symptomatische HHV-6A-Primarinfektionen sind nicht so gut dokumentiert wie
solche, die durch HHV-6B verursacht werden (Tembo et al. 2014; Bates et al. 2009).

Die HHV-6-Primarinfektion I6st eine spezifische Immunantwort aus, die anhand ihrer
humoralen und zellularen Komponenten identifiziert werden kann (Gerdemann et al. 2013;
Becerra et al. 2014). Die zellulare Immunantwort kann durch die Proliferation von CD4"-
und CD8*-T-Zellen nach Exposition gegeniber viralen Antigenen nachgewiesen werden.

Trotz dieser bereits bei der Primarinfektion beobachteten Immunantwort ist eine
Reinfektion durch exogene Virusstdmme derselben Virusspezies mdglich, die mit bereits
latent vorhandenen homologen Virusstammen koexistieren. Dies konnte genetische
Rekombinationsereignisse auslosen (Achour et al. 2008).

Klare HHV-7-Priméarinfektionen sind mit Ausnahme einiger potenzieller Falle von
Exanthem subitum schlecht dokumentiert (Tanaka et al. 1994). Spezifische Symptome mit
mononuklearen Zellen im Blut, Krampfanfalle oder andere neurologische
Beeintrachtigungen wurden in Studien ebenfalls mit HHV-7 in Verbindung gebracht,
wahrend der Zusammenhang mit Pityriasis rosea noch in Frage gestellt wird (Ward et al.
2005; Rebora, Drago, and Broccolo 2010).

1.1.3.3 Reaktivierungen und chronische Infektionen

HHV-6A und HHV-6B sind fir opportunistische Infektionen verantwortlich, die

hauptsachlich auf Reaktivierungen dieser Viren aus ihrem latenten Zustand wahrend einer

Immunschwache des Patienten zurlckzufihren sind. Bei einer Reaktivierung in
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Organtransplantatempfangern kommt es oft zu Fieber mit Hautausschlag, Pneumonitis,
Hepatitis und einer Enzephalitis. Zudem kann es bei HIV-infizierten Pateinten zu einer
Kolitis oder Retinitis kommen (Clark and Griffiths 2003; Boutolleau et al. 2003). Haufig ist
die Enzephalitis bei Patienten, die sich zuvor einer hamatopoetischen
Stammzelltransplantation  unterzogen haben verbunden mit  neurokognitiven
Beeintrachtigungen (Ogata 2009; Zerr et al. 2011). Hingegen flhren bei Empfangern von
soliden Organtransplantaten HHV-6A- und HHV-6B-Reaktivierungen seltener zu schweren
Erkrankungen (Razonable 2013). AuRerdem wird CMV oft gleichzeitig mit HHV-6A oder
HHV-6B nachgewiesen wodurch sich die Frage der jeweiligen Verantwortung jedes Virus
bei diesen Krankheitsbildern erdffnet. Eine HHV-6-Reaktivierung kann mit einer akuten
Transplantatabstolung (,Graft-versus-host-disease®) einhergehen, aber es istimmer noch
schwierig zu beweisen, ob die Virusreaktivierung die Ursache oder Folge der Abstof3ung
ist (Agut 2011).

HHV-6B wurde auch mit dem arzneimittelinduzierten Hypersensitivitadtssyndrom (DIHS) in
Verbindung gebracht, das auch als Arzneimittelausschlag mit Eosinophilie und
systemischen Symptomen (DRESS) bekannt ist (Suzuki et al. 1998; Sekiguchi et al. 2005;
Tohyama et al. 2007; Mardivirin et al. 2009). Die Erkrankung tritt meist nach Einnahme von
Antibiotika oder Antiepileptika auf. Sie kann mit Fieber, Hautausschlag, Adenopathie,
zytolytische Hepatitis, Hypereosinophilie im Blut und mit einer signifikanten
Verschlechterung des Allgemeinzustands des Patienten verbunden sein. Es wurde
gezeigt, dass einige dieser Medikamente die in-vitro-Replikation von HHV-6B stimulieren,
was somit die Ursache der Erkrankung sein kdnnte (Spira et al. 1990).

Eine mdgliche Rolle von HHV-6A als Cofaktor des Humanen Immundefizienz Virus (HIV)
bei der Progression zu AIDS wurde aufgrund von in-vitro-Experimenten vermutet. So
infizieren beide Viren gemeinsam CD4*-T-Zellen, zudem induziert HHV-6A die Expression
der CD4-Rezeptoren in den CD8"-T-Zellen und den natirlichen Killerzellen (NK-Zellen),
die beide dadurch fir HIV noch empfindlicher werden und es kommt zu einer HIV-
Gentransaktivierung durch HHV-6 (Lusso and Gallo 1995). Im Gegensatz dazu scheint der
Nachweis einer HHV-7-Infektion mit einer besseren Prognose einer HIV-Infektion zu
korrelieren. Ein Grund konnte das Vorhandensein einer erhohten Anzahl von CD4*-T-
Zellen sein, die die Progression zu AIDS verzogern (Boutolleau et al. 2005).

Die Rolle von HHV-6A und HHV-6B beim Auftreten von Autoimmunerkrankungen wurde
bei Patienten mit Multipler Sklerose und mit Hashimoto-Thyreoiditis diskutiert (Leibovitch
and Jacobson 2014; Caselli et al. 2012). Diese Viren werden im Zentralnervensystem von
Patienten mit Multipler Sklerose nachgewiesen, insbesondere in demyelinisierten Plaques.
Serologische Daten zeigen auch eine hdhere antivirale Immunantwort bei Patienten mit

Multipler Sklerose. Das gleiche gilt fir die potenzielle atiologische Rolle dieser Viren bei
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einigen Kardiomyopathien oder chronischen Arteriopathien (Leveque et al. 2011;
Takatsuka et al. 2003). Obwohl dieser Befund noch bestatigt werden muss, konnte die
chromosomale Integration von HHV-6A und HHV-6B ein Risikofaktor fir Angina pectoris
sein (Gravel et al. 2015). Auch wird eine moégliche Assoziation von HHV-6 mit Morbus
Alzheimer in den letzten Jahren immer starker diskutiert, hier bedarf es allerdings noch
mehr Daten, um dies zu verifizieren (Allnutt et al. 2020).

Das Problem der Reaktivierung von HHV-6 ist mit einer gro3en medizinischen
Herausforderung verbunden: Der Behandlung schwerer Formen aktiver HHV-6A- und
HHV-6B-Infektionen, da es bisher nur die Mdglichkeit gibt antivirale Medikamente zu
geben, die gegen Infektionen mit dem verwandten Betaherpesvirus Cytomegalievirus
(CMV) entwickelt wurden. Diese zeigen auch gegen HHV-6 eine Wirksamkeit, sind

allerdings mit starken Nebenwirkungen fur die Patienten verbunden (Agut 2011).

1.1.3.4 Pathophysiologie der Infektion

Nach einer Primarinfektion persistieren beide Spezies von HHV-6 und HHV-7 latent in
unterschiedlichen Zelltypen, beispielsweise in den Speicheldriisen (Chan et al. 2001) oder
auch in Monozyten/Makrophagen (Kondo et al. 1991), in T-Zellen oder im zentralen
Nervensystem (Chan et al. 2001). Wie andere Herpesviren kdénnen diese Viren eine
latente Infektion etablieren und fir den Rest des Lebens im Organismus bestehen bleiben,
wobei sie die Fahigkeit zur Reaktivierung und erneuten Replikation behalten (Agut,
Bonnafous, and Gautheret-Dejean 2015).

Wahrend die meisten Herpesviren Latenz durch die Bildung zirkularer Episomen in
Verbindung mit nuklearen Proteinen erreichen, konnte gezeigt werden, dass bei der
latenten Infektion mit HHV-6 das Genom in die subtelomere Region einer somatischen
Zelle integriert wird, ein Prozess, der durch Telomer-Repeats am Ende seines Genoms
erleichtert wird (Arbuckle et al. 2010).

Die selektive Expression einiger viraler Gene kann jedoch ausreichen, um Veranderungen
der Zellfunktionen zu induzieren, selbst wenn kein vollstandiger Replikationszyklus
vorliegt. Hierbei kann vor allem das virale Gen U94 eine wichtige Rolle beim Aufbau der
Latenz spielen (Agut, Bonnafous, and Gautheret-Dejean 2015).

Pathogenitat kann sowohl bei lytischen Reaktivierungen als auch bei veranderten
Latenzzustanden auftreten (Hogestyn, Mock, and Mayer-Proschel 2018).

Uber 95 % der Erwachsenen sind dauerhaft mit HHV-6B infiziert, und ein kleinerer, aber
erheblicher Anteil ist ebenfalls dauerhaft mit HHV-6A infiziert (Agut, Bonnafous, and
Gautheret-Dejean 2015).
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1.1.4 Replikationszyklus von HHV-6

Sowohl HHV-6A als auch HHV-6B gelangen durch Interaktion mit CD46 (Santoro et al.
1999) in die Zelle, das auf der Membran aller kernhaltigen Zellen vorhanden ist. Nach
Bindung an seinen Rezeptor und Fusion der Virushulle an die Zellmembran wird das
eintretende Nukleokapsid durch das Zytoplasma (durch Assoziation mit dem Mikrotubuli-
Netzwerk) zum Kernporenkomplexen transportiert, wo das virale DNA-Genom in das
Nukleoplasma freigesetzt wird (Mori et al. 2003). Die zytosolischen
Transportmechanismen sind fir HHV-6 noch nicht im Detail untersucht, zeigen aber
wabhrscheinlich starke Ahnlichkeit mit denen, die fir HCMV beschrieben wurden (Ogawa-
Goto et al. 2003). Das Virus nutzt dann die zellulare Transkriptions- und
Translationsmaschinerie, um drei kinetische Klassen viraler Proteine zu produzieren:
Unmittelbare friihe Gene (immediate early gene; IE), friihe Gene (early gene; E) und spate
Gene (late gene; L). HHV-6 IE-Proteine werden innerhalb weniger Stunden nach der
Infektion synthetisiert und regulieren die Expression anderer Gene. Die Expression von E-
Genen hangt von der |E-Proteinsynthese ab und liefert Proteine, die hauptsachlich am
DNA-Stoffwechsel und der DNA-Replikation beteiligt sind. Die Abhangigkeit von der
Aktivitat der viralen DNA-Polymerase unterscheidet zeitlich E- und L-Proteine, obwohl
Ausnahmen existieren (Jster and Hollsberg 2002).

Die DNA-Replikation eines Herpesvirus erfordert sieben viral kodierte Faktoren. Erstens
das Ursprungsbindungsprotein das in HCMV und in Gammaherpesvirinae an den
Ursprung der lytischen Replikation (ori-lyt) bindet und einen Teil des zirkularen viralen
DNA-Genoms denaturiert (Dewhurst et al. 1993; Inoue et al. 1994). Diese Lucke wird durch
den Helikase/Primase-Komplex aufrechterhalten, der auch RNA-Primer fir die
Nachlaufstrang-DNA-Synthese bereitstellt (Nicholas 1994). Die einzelstrangige DNA in der
.Replikationsblase” wird durch das Haupt-DNA-Bindungsprotein (bei HHV-6 kodiert durch
U41) stabilisiert, bis die Zweitstrangsynthese durch die DNA-Polymerase (U38) (Teo,
Griffin, and Jones 1991) katalysiert wird. Die vier Proteine, die von den Genen U79 und
U80 von HHV-6 kodiert werden, sind wahrscheinlich auch an der DNA-Replikation beteiligt
(Taniguchi et al. 2000). Wenn der neue Strang wachst, wird die kreisférmige
Replikationsstruktur eingeschnitten, um ein Zwischenprodukt zu bilden. Lange Strange von
neugebildeter DNA werden durch die Wechselwirkung von Spaltungs- und
Verpackungsproteinen mit spezifischen Verpackungssignalen (pac) am Ende der viralen
Genome eingekapselt (Deng and Dewhurst 1998). Die ori-lyt- und pac-Sequenzen fir die
A- und B-Varianten von HHV-6 unterscheiden sich voneinander (Turner, DiLuca, and
Gompels 2002). Die reifen Kapside knospen aus dem Kern in das Zytoplasma, wo sie am

Golgi-Komplex ein Tegument und eine sekundare Virushille bilden (Cardinali et al. 1998).
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Diese werden in Transportvesikeln glykosyliert, bevor die reifen Viruspartikel durch
Exozytose extrazellular freigesetzt werden. Die Gesamtzeit von der Infektion bis zur

Freisetzung neuer Virionen dauert ungefahr 72 Stunden (Black et al. 1989).

1.1.5 Chromosomale Integration von HHV-6: iciHHV-6

Die chromosomale Integration von HHV-6A- und HHV-6B-DNA ist ein einzigartiges
Phanomen unter den humanen Herpesviren. Etwa 1 % der Menschheit wird mit dem
gesamten Virusgenom in jeder Zelle geboren, in Form eines chromosomal integrierten
HHV-6 (iciHHV-6) (Arbuckle et al. 2010; Pellett et al. 2012; Zhang et al. 2017).

Hierbei kommt es zu einer Insertion des viralen Genoms in die DNA in der Telomerregion
eines bestimmten Chromosoms. Das integrierte virale Genom ist in allen Zellen des
Organismus in der gleichen Position des gleichen Chromosoms vorhanden und kann
vertikal durch Keimzellen oder horizontal Uber Gewebe- oder Organtransplantate
Ubertragen werden. Das vererbte virale Genom kann transkriptionell aktiv sein, kann also

virale Proteine und sogar infektiése Virionen produzieren (Endo et al. 2014).
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1.2 SARS-CoV-2

1.2.1 Entwicklung der Pandemie

Im Dezember 2019 wurde das neuartige Coronavirus SARS-CoV-2 (severe acute
respiratory syndrome coronavirus type 2) erstmals in Wuhan, Hubei, China entdeckt (Wu
et al. 2020). Im Frihjahr 2020 verbreitete sich das Virus weltweit und die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) erklarte das Infektionsgeschehen zur Pandemie
(Dong et al. 2021). Die durch das Virus verursachte Erkrankung wird COVID-19
(coronavirus disease 2019) genannt. Typische Symptome bei einer COVID-19-Erkrankung
sind Fieber, Schittelfrost, Husten, Atembeschwerden, Mudigkeit, Gliederschmerzen,
Kopfschmerzen, Geschmacks- oder Geruchsverlust, Halsschmerzen, laufende Nase,
Ubelkeit oder Erbrechen und Durchfall (Monroe et al. 2022). Die Verbreitung von COVID-
19 hat unser Leben in den letzten beiden Jahren stark verandert, indem es nicht nur
wirtschaftliche Veranderungen gebracht hat, sondern auch Menschen daran gestorben
sind. Besonders anféllig fur eine schweren Krankheitsverlauf fur COVID-19, der zu
Krankenhausaufenthalten oder eben zum Tod fuhren kann, sind altere Menschen und
Menschen mit anderen Vorerkrankungen (Monroe et al. 2022). Bei der Mehrheit der jungen
Menschen, die sich mit SARS-CoV-2 infizieren, verlauft die Infektion asymptomatisch oder
sie erleiden eine leichte Erkrankung mit den oben genannten Symptomen. Bei einem Teil
der COVID-19-Patienten, einschliellich derjenigen, die eine leichte Erkrankung hatten,
wurden langer andauernde Folgeerscheinungen beschrieben (Long-COVID-19), mit
Symptomen wie Gelenkschmerzen, Gedachtnisverlust, Konzentrations- oder
Schlafstérungen, Depressionen oder Angstzustanden (Picone et al. 2022). Jedoch wurde
auch berichtet, dass Long-COVID-Symptome bei Personen mit und ohne vorige bestatigte
SARS-CoV-2-Infektion ahnlich haufig auftraten (Matta et al. 2022). Solche Symptome
korrelierten mit der subjektiven Annahme, infiziert gewesen zu sein (Matta et al. 2022) oder
mit einem hohen Grad von seelischem Stress vor der Infektion (Wang et al. 2022).

Es gibt wenig Zweifel, dass mittlerweile (Stand: Oktober 2022) die Mehrheit der
Weltbevodlkerung bereits mit dem Virus infiziert worden ist, wie Seropravalenzstudien aus
allen Weltteilen zeigen (Clarke et al. 2022; Jahan et al. 2022) abgesehen von China. Wie
andere Coronaviren evolviert auch SARS-CoV-2 kontinuierlich und nach der
ursprunglichen Variante (Wuhan-Hu-1) haben neue Varianten des Virus wie Alpha
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Kappa (B.1.617.1), Delta (B.1.617.2) und Omikron
(B.1.1.529) nacheinander das Infektionsgeschehen in einzelnen Weltteilen oder global
stark bestimmt (Dong et al. 2021; Dyer 2021). Die RNA-Polymerase von SARS-CoV-2 hat

Korrekturlesefahigkeiten, wodurch die Mutationsrate niedriger ist als bei anderen RNA-
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Viren wie beispielsweise beim Influenzavirus oder dem humanen Immundefizienz Virus 1
(HIV), jedoch weit hdher als bei DNA-Viren wie z.B. den Herpesviren (Sanjuan et al. 2010).
Diese neuen Varianten von SARS-CoV-2 unterscheiden sich in mehreren Eigenschaften,
wie etwa ihrer Ubertragbarkeit, inrer Rezeptorbindung oder ihrer Resistenz gegen eine
vorbestehende Immunantwort (Liu, Liu, et al. 2022).

Laut WHO werden bestimmte Variantenstdmme von SARS-CoV-2 basierend auf ihrem
jeweiligen Krankheits- oder Verbreitungspotential in zwei Klassen eingeteilt: VOC (Variant
of Concern) und VOI (Variant of Interest). Erstere verursachen weltweit eine grof3e Zahl
von Fallen, sie werden schnell von einer Person auf die andere Ubertragen, haben eine
hohe Virulenz und die Wirksamkeit der Impfstoffe ist gegen diese Variante verringert. Bei
VOIs wurden begrenzte, lokale, unabhangige Ausbriche in mehr als einem Land
beobachtet. Zu den VOCs zahlen die weitverbreiteten Varianten Alpha, Beta, Gamma,
Delta und Omikron (Dong et al. 2021).

Der Alpha-Stamm verbreitete sich Ende 2020 schnell und wurde in der ersten Halfte des
Jahres 2021 zu der am starksten verbreiteten Mutante. Die Beta-Variante zeichnete sich
besonders durch ihre ,Immuneescape“-Fahigkeit (Immunflucht) aus, was ihr eine hohe
Infektiositat verlieh. Die Gamma-Variante wurde erstmals im November 2020 in Brasilien
entdeckt und war fir 76 % der COVID-19-Falle in Stidamerika im Juni 2021 verantwortlich.
Im Jahr 2021 hatte sich die Delta-Mutante, die urspriinglich im Oktober 2020 in Indien
auftrat, weltweit zu einer stark dominierenden Virusvariante entwickelt, die in der COVID-
19-Pandemie aufgrund ihrer erhéhten Ubertragbarkeit weltweit eine neue Infektionswelle
verursachte und bisherige Varianten verdrangte (Wheatley and Juno 2022). Von Indien
aus verbreitete sich diese Variante in 92 Lander von Asien Uber Amerika, Europa und
Afrika. Bis zum 23. November 2021, hatte die Delta-Variante bereits 1 Million bestatigte
COVID-19 Falle in den Vereinigten Staaten, 820.000 Falle in GroRbritannien und etwa
110.000 Falle in Deutschland verursacht (Haldane et al. 2021).

Seit der Entdeckung Ende 2021 in Sudafrika hat sich Omikron schnell weltweit verbreitet
und in Europa, Nordamerika, ostasiatischen Landern und Ozeanien, wo zuvor nur eine
Minderheit der Bevolkerung mit SARS-CoV-2 Kontakt hatte, grolRe Bevdlkerungsteile
erreicht. Glucklicherweise sind schwere und tédliche Verlaufe bei einer Omikron-Infektion
wesentlich seltener als bei den meisten friheren Varianten (Sigal, Milo, and Jassat 2022;
Elliott et al. 2022). Man kann Omikron aufgrund einiger charakteristischer Mutationen in
mehrere Untervarianten aufteilen (Hui et al. 2022). Die ersten beiden gefundenen
Untervarianten erhielten die Bezeichnungen BA.1 und BA.2. Es folgten noch weitere neue
Linien BA.1.1, BA.2.12.1, BA.2.3, BA.2.9, BA.3, BA4, von denen einige einander als

weltweit dominierende Varianten ablésten (Yamasoba et al. 2022; Xia et al. 2022). Die
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Linien BA.1 und BA.2 haben 32 identische Mutationen, aber unterscheiden sich auch durch
weitere 28 Mutationen (Yu et al. 2022).

In den meisten europaischen Landern folgten einander im Winter 2021/22 in kurzer Folge
Infektionswellen mit den Omikron-Varianten BA.1 und BA.2 (Elliott et al. 2022). Im Sommer
2022 folgte eine Welle mit der Omikron-Variante BA.5. Welche Varianten das Geschehen
im Winter 2022/23 dominieren werden, ist offen. Dies konnte beispielsweise weiterhin BA.5
sein oder auch BA.2.75.2, ein Stamm, der bisherigen neutralisierenden Antikérpern am

starksten ausweicht (Sheward et al. 2022).

1.2.2 Aufbau und Replikation von SARS-CoV-2

Der Erreger aus der Gattung der Betacoronaviren SARS-CoV-2 ist ein umhiilltes RNA-
Virus, dessen Lipiddoppelschicht sich mit der Wirtszellmembran fusioniert, um eine Zelle
zu infizieren (Abbildung 2). Dies wird durch das auf der Oberflache von SARS-CoV-2
prasentierte trimere Spike-Glykoprotein (S) ermdglicht, das mit dem Angiotensin-
Converting-Enzym 2 (ACE2) Rezeptor auf der Wirtszelloberflache interagiert, was den
Eintritt der viralen RNA in Wirtszellen der oberen und unteren Atemwege ermdglicht
(Shang et al. 2020).

Abspaltung des
SARS-CoV-2
Spike-Proteins

SARS-CoV-2 n,

PLS 0 N g 2
Aktivierung der
¢ 2 n $2 Domdne Verschmelzung der
P @ viralen Membran mit
&) L 2 der Wirtszelle
LN $
N S
&),. » N s »
& 2
2 = 7 \Y
A ) 4
R r
s1 _[ 31/32 =& \\ X
Aktiviertes —> %
S2

Wirtszelle ACE2 TMPRSS2
Rezeptor Protease

J

-

Abbildung 2: Bindung von SARS-CoV-2 mittels des Spike-Proteins an eine Wirtszelle und Eintritt der viralen
RNA in die Wirtszelle. Erstellt mit BioRender.com.

Das S-Protein ist ein einkettiges Homotrimer, das aus der rezeptorbindenden S1- und der
die Fusion vermittelnden S2-Untereinheit besteht (Hu et al. 2021). Die S1-Untereinheit
enthalt die Rezeptor-Bindungsdomane (RBD), die S2-Doméne enthalt das Fusionspeptid

(Walls et al. 2020). Das membranstandige S-Protein wird wohl bereits in der
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virusproduzierenden Zelle durch Furin an der S1/S2-Spaltstelle prozessiert. Bei Kontakt
des Virus mit der Zelle kommt es durch die Protease TMPRSS2 zur Spaltung an S2', zur
S1-Dissoziation verbunden mit einer S2-Konformationséanderung und einer
anschlieBenden Membranfusion zwischen Virushulle und Wirtszellmembran (Hu et al.
2021). Die Infektion mit Omikron ist allerdings vermehrt unabhangig von TMPRSS2 (Willett
et al. 2022). Auch Cathepsin 1 ist an der S1/S2-Spaltung beteiligt (Hoffmann et al. 2020).
S1 besteht aus vier Doméanen, die als N- terminale Domane (NTD),
Rezeptorbindungsdomane (RBD) und zwei C-terminale Domanen (CTDs) bezeichnet
werden (Peng et al. 2021). Funktionell bindet NTD Faktoren wie AXL, L-SIGN und DC-
SIGN, und RBD interagiert mit ACE2, wahrend die CTDs das Prafusions-S2 vor einer
Bindung durch Antikdrper des Wirtes schitzen (Kielian 2020). Die S2-Untereinheit enthalt
die Heptad Repeats HR1 und HR2 und ein Fusionspeptid, die S2 dazu bringen, seine
Konformation zu modifizieren, um die Fusion zu initiieren und in Wirtszellen einzudringen

und dadurch Infektionen verursachen (Shang et al. 2020).

1.2.3 Kontrolle der SARS-CoV-2-Infektion mittels T-Zellen

Wahrend eine starke Antikorperreaktion bei Patienten, die sich mit SARS-CoV-2 infiziert
haben, mit einem schweren COVID-19-Verlauf assoziiert ist (Imai et al. 2021), ist die
Situation bei T-Zellen komplexer. Einerseits ist eine starke T-Zellantwort nach Infektion mit
einem schwereren Verlauf korreliert (Peng et al. 2021), andererseits ist die frihe
koordinierte Mobilisierung einer T-Zellantwort mit einem leichten Krankheitsverlauf
verbunden (Tan et al. 2021). Ein hoher Spiegel an regulatorischen T-Zellen (Treg) war mit
schwerem COVID-19 assoziiert (Neidleman et al. 2021).

Ein haufig gemessener Parameter sind neutralisierende Antikdrper, welche die
Wahrscheinlichkeit einer Infektion verringern und sowohl durch Infektion als auch durch
die aktuellen COVID-19-Impfstoffe hervorgerufen werden (Goel et al. 2021). Solche
Antikérper scheinen auch im Verlauf der Erkrankung zu deren Kontrolle beizutragen, was
auch therapeutisch bei der Verabreichung von monoklonalen Antikdrpern zur Behandlung
von schwer an COVID-19 erkrankten Patienten genutzt wird (Miguez-Rey et al. 2022).
Die Entwicklung einer adaptiven Immunantwort nach einer SARS-COV-2-Infektion ist
zeitlich koordiniert. So kdnnen CD4*-T-Zellen bereits nach zwei bis vier Tage nach dem
Auftreten der Symptome nachgewiesen werden (Tan et al. 2021) und CD8*-T-Zellen
bereits nach einem Tag (Tan et al. 2021) wahrend die Bildung von Antikérpern funf bis 15
Tagen dauert (Long et al. 2020). Es wurde auch untersucht, wie lange nach einer

natlrlichen SARS-CoV-2 Infektion die humorale und zelluldre Immunitat anhalt. CD4"- und
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CD8*-T-Zellen gehen zunachst nach einer Halbwertszeit von drei bis flinf Monaten zuriick
(Cohen et al. 2021; Dan et al. 2021), stabilisieren sich jedoch spater (Goel et al. 2021). Die
Zahl von Gedéachtnis-B-Zellen steigt in den ersten Monaten nach Infektion noch an (Goel
et al. 2021). Die IgG-Antworten gegen Spike in den ersten sechs Monaten nach Infektion
werden als stabil beschrieben (Dan et al. 2021).

Es gibt aber auch Unterschiede innerhalb der hervorgerufenen T-Zellantwort nach einer
SARS-CoV-2 Infektion. Bei 90-100 % der rekonvaleszenten Patienten wurden SARS-CoV-
2-spezifische CD4*-T-Zellen gebildet, wobei CD8*-T-Zellen nur in etwa 70 % der
rekonvaleszenten Patienten nachgewiesen werden konnten (Grifoni et al. 2020; Cohen et
al. 2021). Innerhalb der CD4*-T-Zellpopulation tiberwiegen Typ-1-T-Helferzellen (Th1) und
follikulare T-Helferzellen (Tfh) (Tincati et al. 2020). Th1-Zellen unterstitzen die
Generierung von CD8*-T-Zellantworten (Ridge, Di Rosa, and Matzinger 1998),
produzieren Interferon-y (IFN-y) und sind direkt oder indirekt antiviral wirksam. Tfh-Zellen
interagieren mit B-Zellen, induzieren deren Ig-Klassenwechsel und sind somit wichtig fur
die Bildung effektiver virusspezifischer Antikérper vom Typ IgG oder IgA (Baumjohann and
Fazilleau 2021).

Allerdings kénnen bei einer anhaltender Virusinfektion T-Zellen in einen
Erschopfungszustand fallen. CD8*-T-Zell-Erschopfung beinhaltet den Verlust von
Interleukin-2 (IL-2), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und IFN-y-Produktion und einen
allmahlichen Verlust der Proliferationsfahigkeit. CD4*-T-Zellen kénnen auch erschopft
sein, was einen Verlust der Effektorfunktion bewirkt (Mishra et al. 2022). Die Haufigkeit
erschopfter SARS-CoV-2-spezifischer CD8*-T-Zellen war bei COVID-19-Patienten mit
leichter Erkrankung im Vergleich zu Patienten mit schwerer Erkrankung erhéht (Khanolkar
2021). Auch zeigten diese Patienten weniger Zytotoxizitat der T-Zellen und niedrigere
Entzindungswerte. Diese Studie prasentierte zudem das Ergebnis, dass es bei Patienten
mit einer schweren Erkrankung eine starke Beeintrachtigung bei der Erzeugung einer
robusten CD8-T-Zell-Gedachtnisantwort gab (Khanolkar 2021). Und es konnte gezeigt
werden, dass die Haufigkeit der erschopften CD8'-T-Zellen bei Patienten mit einer
schweren Infektion erhdht war (Zheng et al. 2020). Generell ist Lymphopenie ist ein
haufiges Merkmal von schwerem COVID-19 und ist oft mit schlechten Uberlebenschancen

fur diese Patienten verbunden (Huang and Pranata 2020).

1.2.4 Immunevasion von SARS-CoV-2

Das Spektrum von T-Zellepitopen und T-Zellspezifitaten bei SARS-CoV-2 ist hoch divers.
Eine Metaanalyse von Arbeiten, in denen tber SARS-CoV-2-Epitope berichtet wurde,
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wurde im Juli 2021 veréffentlicht und verzeichnete insgesamt 382 verschiedene CD4*- und
1052 CD8*-T-Zell-Epitope aus 25 Studien (Grifoni et al. 2021). Die meisten davon
stammten aus einer umfassenden Analyse mit dem sensitiven AIM-Assay (activation
induced marker) (Tarke et al. 2021). Es stellt sich die Frage, ob und in welchem Umfang
SARS-CoV-2 dieser T-Zellantwort durch Mutation von Epitopen ausweichen kann, sei es
auf der Ebene der Population oder einzelner Patienten.

Es gibt eine Reihe von Hinweisen auf eine solche Immunevasion gegenlber T-Zellen durch
SARS-CoV-2-Varianten, sowohl auf Epitopebene als auch in Bezug auf die
Gesamtreaktivitat. Tarke et al (2021) fanden heraus, dass die Gesamtreaktivitat von CD4*-
und CD8*-T-Zellen bei Rekonvaleszenten und geimpften Personen gegen B.1.351 (Beta)
um 14 % bzw. 22 % und die Reaktivitdt von CD8"-T-Zellen gegen CAL.20 C (eine
sudkalifornische Variante) um 10 % verringert gesunken ist. Nur 7 % der zuvor
identifizierten CD4*-T-Zell-Epitope und 3 % der CD8*-T-Zell-Epitope waren in dieser Studie
in verschiedenen VOCs mutiert (Tarke et al. 2021). Eine neuere Studie berichtete, dass
die Gesamtantwort der CD4*-T-Zellen in peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMCs)
gegen B.1.1.529 (Omikron) bei rekonvaleszenten und geimpften Personen um 16 % bzw.
9 % im Vergleich zu der Reaktion auf den Wildtypvirus zurlickging; die von CD8*-T-Zellen
sank um 30 % bzw. 8 % (Gao et al. 2022). Das Phanomen wurde auch auf der Ebene
einzelner Epitope untersucht. Eine Publikation von de Silva et al. 2021 untersuchte 360 T-
Zell-Epitope und identifizierte sieben immundominante Epitope, die seltene Varianten in
globalen SARS-CoV-2-Sequenzdaten aufwiesen. Sie stellten polyklonale CD4*- und CD8*-
T-Zelllinien gegen jedes dieser Wildtyp-Sequenz-Epitope her und konnten feststellten,
dass es bei sechs der Varianten zu einem vollstandigen Verlust der Reaktionsfahigkeit der
T-Zelllinien kam (de Silva et al. 2021). Eine besonders detaillierte Analyse zu einem
dominanten HLA-A*02:01-restringierten Epitop zeigte, dass immunevasive Mutationen in
Europa in diesem Epitop immer wieder auftraten, jedoch nie mehr als 2 % der
zirkulierenden Stamme eines Landes betrafen (Dolton et al. 2022).

Bislang ist nicht bekannt, ob sich eine T-Zell-Immunevasion durch Mutation bestimmter
Epitope in anderen Fallen starker auf dominante zirkulierende Stamme ausgewirkt hat als
in diesem Beispiel (Dolton et al. 2022). Im Moment sieht es so aus, als wirden T-Zellen
die Evolution des Virus in der Bevodlkerung weit weniger stark beeinflussen als
neutralisierende Antikorper. Dies konnte allerdings bei der Evolution des Virus innerhalb
einzelner immunsupprimierter Langzeitpatienten ganz anders sein (Munnink et al. 2022).
Es ist gut vorstellbar, dass bei der Verbreitung des Virus in der Bevodlkerung (bei Vorliegen
einer Vorimmunitat) der starkste Evolutionsdruck von neutralisierenden Antikdrpern
ausgeht, die bereits in situ in den Atemwegen vorhanden sind und eine Infektion von

vornherein verhindern kénnen. Nicht jedoch von T-Zellen, die erst aktiv werden kénnen,
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wenn das Virus bereits Zellen des Korpers infiziert hat und diese zudem noch an den Ort
des Geschehens rekrutiert werden mussen. Bei einer langzeitinfizierten Person konnte
dagegen die Mutation nur weniger T-Zellepitope einer Virusmutante einen Selektionsvorteil
verschaffen, besonders, wenn die Person ein eingeschranktes T-Zellrepertoire hat, das nur
T-Zellen gegen wenige Epitope des Virus enthalt. Dieser Frage widmete sich eines der

Teilprojekte dieser Doktorarbeit.
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1.3 Aufgabenstellung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Doktorarbeit war die Charakterisierung von T-Zellantworten gegen die
beiden weitverbreiteten humanpathogenen Viren HHV-6 und SARS-CoV-2.

Es sollten zum einen T-Zellen gegen ein bereits in Vorarbeiten ermitteltes,
immundominantes CD8"-T-Zell-Epitop (DFK) von HHV-6B aus dem Antigen U86
funktionell naher charakterisiert werden. Insbesondere sollte die Erkennung von HHV-6B
und anderer verwandter Roseoloviren getestet werden. Auch sollten T-Zellklone und T-
Zelllinien dieser Spezifitat hergestellt und ihre Reaktion auf infizierte Zellen getestet
werden.

Im zweiten Teil sollte die T-Zellantwort gegen die beiden wenig untersuchten, aber
vielversprechenden HHV-6B-Antigene U38 und U41 von Grund auf und HLA-unabhangig
untersucht werden. Dazu sollten mittels Peptidbibliotheken T-Zelllinien und T-Zellklone
hergestellt werden, deren Epitopspezifitat und HLA-Restriktion ermittelt werden und ihr
funktionelles Repertoire charakterisiert werden, einschliellich der Erkennung infizierter
Zielzellen. Es sollten Hinweise gefunden werden, ob diese Antigene antiviral protektiv sein
konnten, und wie die T-Zellantwort gegen sie zusammengesetzt ist.

Der letzte Teil dieser Arbeit konzentrierte sich auf das neue Coronavirus SARS-CoV-2.
Hier sollte als erstes Teilprojekt auf der Basis eines vorhandenen Datensatzes zu SARS-
CoV-2-Mutationen in einer Patientin mit einer schweren Langzeiterkrankung die Hypothese
getestet werden, ob ein Teil der Mutationen durch Immunevasion gegeniiber CD8"-T-Zell-
Antworten zu erklaren war. Dazu sollten SARS-CoV-2-spezifische T-Zellkulturen etabliert
und diese gegen mdgliche T-Zellepitope in ihrer Wildtyp- und Mutanten-Version getestet
werden.

Das zweite Teilprojekt basierte auf einer Kohorte von SARS-CoV-2-geimpften
Krebspatienten. Hier sollte getestet werden, ob die Impfung auch bei solchen Patienten
eine virusspezifische T-Zellantwort hervorruft und inwieweit sich diese von der T-
Zellantwort von gesunden Geimpften unterscheidet.

Ein weiterfiuhrendes Ziel der Aufgabenstellung war die Erarbeitung eines gréReren
Wissensstandes zur T-Zellimmunitat gegen die zwei weitverbreiteten Viren HHV-6 und
SARS-CoV-2, um in Zukunft beispielsweise epitopspezifische T-Zell-basierte
Immuntherapien, Impfungen, Diagnose- und Monitoringverfahren entwickeln oder

weiterentwickeln zu kdnnen.
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2 Materialien

2.1 Zellen und Zelllinien
2.1.1 Probanden und Ethik

Es wurden periphere mononukleare Blutzellen (PBMCs) von gesunden Spendern HLA-
Typen (siehe Tabelle 2) mit ihrem informierten Einverstandnis gemal der Erklarung von
Helsinki des Weltarztebundes zu ethischen Grundsatzen fir die medizinische Forschung
am Menschen asserviert. Ein positives Ethikvotum der lokalen Ethikkommission lag vor
(Ethikkommission bei der Medizinischen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat

Munchen, Projektnummer 17-455).

Aus den so gewonnenen PBMCs der Spender wurden zum einen T-Zelllinien angesetzt,
aus denen im Weiteren dann monoklonale T-Zellkulturen hergestellt wurden. Es wurden
auch CDA40-aktivierte B-Zellkulturen (,B-Blasten®, kurz BBL), EBV-transformierte
lymphoblastoide Zelllinien (LCL) und mini-EBV-transformierte lymphoblastoide Zelllinien

(mini-LCL) von diesen Spendern angesetzt und weiter kultiviert.
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Tabelle 2: HLA-Typen der in dieser Arbeit untersuchten Spender. Flir einige Spender ist anstelle eines

einzelnen HLA-Allels der NMDP-Code (National Marrow Donor Program) der ermittelten Gruppen von HLA-

Allelen angegeben.

HLA HLA
Spender
A* B* c* DRB DQA DQB DPA DPB
01:01 39:06 07:02 1*0404
0102 02:01 44:02 07:04 1*1101
25:01 07:02 05:01 1¥12:01 1*03:01 1*04:01
0111 68:01 44:02 07:02 1*15:01 1*06:02 1*05:01
01:01 07:02 07:01 1*15:01 1*06:02 1%04:01
0108 03:01 08:01 07:02
01:01 35:01 04:01 1*07:01 1*0201 1*02:02 1%04:01
0113 26:01 57:01 06:02 1*11:04  1*0505 1*03:01 1*04:02
3*0202
4*0101
03:01 49:01 07:01 1*0404 1*0202 1*0401
0124 30:02 51:01 15:02 1*0701 1*0302 1*1401
02:01 07:02 07:02 1%11:01  1*01:02  1*03:01 1*04:01
0308 03:01 39:01 12:03 1*15:01  1*05:05  1*06:02 1*04:02
3*02:02
5*01:01
01:01 08:01 05:01 1*09:01 1*03:03
0313 02:01 44:02 07:01 1*15:01 1*06:02
01:01 07:02 07:02 1*08:01 1*04:02 1*03:FYKD
0502 32:01 51:01 15:02 1*15:01 1*06:02 1*04:ADCGE
02:01 14:02 02:02 1*04:03 1*02:02 1*02:01
0506 33:01 51:01 08:02 1*07:01 1*03:04 1*04:02
02:01 15:01 03:03 1*07:01 1*02:02 1*04:01
0607 26:01 44:03 04:01 1¥12:01 1*03:01 1*13:01
3*02:02
4*01:01
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HLA HLA
Spender
A* B* c* DRB DQA DQB DPA DPB
02:01 14:02 02:02 1*04:03 1*02:02 1*02:01
0506 33:01 51:01 08:02 1*07:01 1*03:04 1*04:02
02:01 15:01 03:03 1*07:01 1*02:02 1*04:01
0607 26:01 44:03 04:01 1*12:01 1*03:01 1*13:01
3*%02:02
4*01:01
02:01 18:01 01:02 1*11:01
0610 24:02 51:01 12:03 1*11:04
03:BUVE 35:BEZX 04:KBG 1*01:01  1*01:SXYS  1*05:01 1*01:03 1*04:01
1001 25:01
11:01 35:03 03:04 1*04:08 1*03:04
1004 31:01 40:01 12:03 1*13:01 1*06:03
02:05 07:02 07:01 1*11:02 1*03:01 1*03:01
1107 03:01 49:01 07:02 1*15:01 1*06:02 1*15:01
3*02:02
5*01:01
01:01 07:02 07:01 1*03:01 1*02:01 1*03:01
1201 08:01 07:02 1*15:01 1*06:02 1*04:01
3*01:01
5*01:01
02:01 14:01 04:01 1*01:02 1*03:02 1*02:01
1213 03:01 35:01 08:02 1*04:01 1*05:01 1*04:01
4*01:03
02:01 44:03 03:02 1*03:01 1*02:01 1*03:01
1314 23:01 58:01 04:01 1*11:04 1*03:01 1*04:02
02:01 18:01 04:01 1*11:01 1*01:02 1*03:01 1*03:01
1613 25:01 35:01 12:03 1*15:01 1*05:09 1*06:02 1*23:01
3*02:02
5*%01:01
02:01 27:ADJRJ 01:02 1*01:01 1*03:01 1*04:01
1902 24:02 44:ADJSE 05:01 1*04:01 1*05:01 1*04:01
01:01 08:01 07:01 1*03:01 1*03:03 1*02:01 1*03:01
2313 34:02 14:01 08:02 1*04:05 1*05:01 1*03:02 1*04:01
3*%01:01
4*01:03
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2.1.2 Zelllinien und Zellkulturen

Neben den in Tabelle 2 gelisteten Spendern, aus denen verschiedene Lympho-
zytenkulturen hergestellt wurden, wurden auch Zelllinien verwendet, die bereits I&nger in

vitro verwendet werden (siehe Tabelle 3 und Tabelle 4).

Tabelle 3: Permanente Zelllinien. Zellen der hier beschriebenen Typen wurden im Rahmen dieser Arbeit

verwendet.

Zelllinie Spezifikation

DG-75 B-Zelllinie, die aus Metastasen eines humanen Burkitt's Lymphom entnommen
wurde.

J-Jhan Eine humane lymphoide T-Zelllinie, die von einer Jurkat-Zelllinie abstammt.

LL8 L929, die stabil mit humanem CD40L transfiziert wurden, dienen als Stimulator-Zellen
fur die B-Zellimmortalisierung (Rancan et al. 2015).

Sup-T1 T-Zellen, die aus einem non-Hodgkins Lymphom isoliert wurden.

Tabelle 4: Primére Zellkulturen und sonstige Zelllinien. Zellen der hier beschriebenen Typen wurden im

Rahmen dieser Arbeit hergestellt.

Zelllinie Spezifikation

B-Blasten Mittels der CD40-Stimulation immortalisierte humane B-Zellen (Wiesner et al. 2008).

(BBL)

LCL Lymphoblastoide Zelllinie, die mit B95.8 infiziert wurde. Eine transformierte humane
B-Zelle.

Mini-LCL B-Zellen, die mit dem mini-EBV (Kempkes et al. 1995) transformiert wurden und so

(mLCL) alle latenten Proteine, aber nicht lytischen Proteine von EBV exprimieren.

2.1.3 Bakterienstamme

Far Standardplasmide wurde DH5a verwendet, fur groRe EBV-Konstrukte DH10B (siehe
Tabelle 5).

Tabelle 5: Zur Herstellung und Vermehrung von Plasmiden wurden folgende E. coli Stdmme verwendet.

Stamm Genotyp

E. coli DH5a F-, F80dlacZDM15, D(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-, mk+),
SupE44, |-, thi-1, gyrA96, relA

E. coli DH10B F-, mcrA, D (mrr-hsdRMS-mcrBC), F80dlacZ M15, DlacX74, deoR, recA1, endAf1,

araD139, D (ara, leu)7697, galU, galK, I-, rpsL, nupG
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2.1.4 Verwendete Virenstamme

Tabelle 6: Zur Infektion von PHA-aktivierten CD4-T-Zellen wurden die folgenden drei Virusstdmme verwendet.

Zwei der der Stdmme wurden freundlicherweise von der HHV-6-Foundation zur Verfligung gestellt, der dritte

von der NCPV (National Collection

of Pathogenic Viruses) kduflich erworben.

Abkiirzung Bezeichnung

Batch Bereitgestellt durch

HHV-6A AJ Wildtyp-HHV-6A Stamm AJ #643 Ablashi, DV. HHV-6 Foundation (USA)

HHV-6B HST  Wildtyp-HHV-6B Stamm HST NCPV #355 UK Health Protection Agency, Nat.

Collection of Pathogenic Viruses,
Salisbury (UK)

HHV-7 JI Wildtyp-HHV-7 Stamm JI H10-850 Ablashi, DV. HHV-6 Foundation (USA)

2.2 Plasmide

Tabelle 7: Eine Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und ihre Merkmale.

Stamm

Beschreibung

MP71Gpre

Retroviraler Vektor mit GFP-Markergen unter MPSC-LTR- Kontrolle.
Zusatzlich wurde es erganzt durch ein posttranskriptionelles,
regulatorisches Element (PRE-Element) und einer modifizierten mRNA
Spleilkregion (MSS) des Murmeltier-Hepatitisvirus.

pCMV-HLA-A*02:01,
pCMV-HLA-A*03:01

Rekombinante HLA-Klasse-I-Expressionsplasmide. Die Expression des
HLA-Gens wird jeweils durch den Immediate-Early-Enhancer und -
Promotor von HCMV kontrolliert werden. Die Plasmide wurden
freundlicherweise von Josef Mautner (Helmholtz Zentrum Minchen,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt.

pCMV-HLA-DRB1*11:01,
pCMV-HLA-DRB1*15:01,
pCMV-HLA-DRB5*01:01

Rekombinante HLA-Klasse-I-Expressionsplasmide. Die Expression des
HLA-Gens wird jeweils durch den Immediate-Early-Enhancer und -
Promotor von HCMV kontrolliert werden. Die Plasmide wurden
freundlicherweise von Josef Mautner (Helmholtz Zentrum Minchen,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt.
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2.3 Peptide
2.3.1 Peptidbibliotheken

Die Peptide aus dieser Arbeit wurden alle von der Firma JPT (Berlin) in einer Reinheit von
70 % hergestellt. Alle lyophilisierten Einzelpeptide wurden fur die spatere in vitro
Verwendung in einer Konzentration von 10 mg/ml in DMSO gelést. Aus diesen
Einzelpeptiden wurden neben sogenannten Gesamtpools, die aus allen Einzelpeptiden
eines Antigens bestanden, auch sogenannte Subpools hergestellt. Diese setzten sich laut
einer selbstdefinierten Matrix aus einer Untergruppe von Einzelpeptiden zusammen (siehe
2.3.2).

Fir die spatere Stimulation von Antigen-prasentierenden Zellen wurde eine
Standardkonzentration von 1 ug/ml der Peptidpools verwendet.

Peptide werden im Verlauf dieser Arbeit dann entweder mit ihren ersten drei oder vier
Aminosauren (AS) abgekurzt, abhangig davon, ob sie einen HLA-Klasse-I restringierten T-
Zellrezeptor (drei AS) oder HLA-Klasse-Il restringierten T-Zellrezeptor erkennen (vier AS).
Die Peptidbibliotheken bestehend aus den Antigenen U38 und U41 wurden zur
Identifizierung von spezifischen T-Zellen verwendet. Hierbei besteht jede Bibliothek aus
Einzelpeptiden mit einer Lange von 15 AS, wobei sich die benachbarten Einzelpeptide um
vier AS jeweils Uberlappen. Da die Antigene U38 und U41 jeweils aus Uber 200
Einzelpeptiden bestanden, wurden hier die Gesamtpools in einen Gesamtpool 1 (G1) und
einen Gesamtpool 2 (G2) unterteilt, um in vitro keine unerwinschten Effekte aufgrund der
so erhéhten DMSO-Konzentration in den Zellen zu beobachten.

Das Antigen U38 besteht insgesamt aus 255 Einzelpeptiden. Diese wurden fir die
spateren Experimente in die zwei Gesamtpools G1 und G2 mit jeweils 144 und 111
Einzelpeptiden aufgeteilt (Tabelle 8). Ebenso wurden auch die Einzelpeptide des Antigens
U41 in zwei Gesamtpools mit 144 Einzelpeptiden fir G1 und 137 Einzelpeptiden fir G2
aufgeteilt (Tabelle 9).
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Tabelle 8: Die U38-Peptidbibliothek besteht aus 255 Einzelpeptiden und deckt die ganze Aminoséduresequenz
des Antigens U38 (HHV-6B Stamm Z29) ab.

eichnung Sequenz Bezeichnung Sequenz Bezeicl g Sequenz
U38 Peptid 1 H-MDSVSFFNPYLEANR-OH U38 Peptid 86 H-EFELLLGFFIFLRIE-OH U38 Peptid 171 | H-GLLPCVAIAASVTCL-OH
U38 Peptid 2 H-SFFNPYLEANRLKKK-OH U38 Peptid 87 H-LLGFFIFLRIESPEF-OH U38 Peptid 172 | H-CVAIAASVTCLGREM-OH
U38 Peptid 3 H-PYLEANRLKKKSRSS-OH U38 Peptid 88 H-FIFLRIESPEFITGY-OH U38 Peptid 173 H-AASVTCLGREMLCST-0H
U38 Peptid 4 H-ANRLKKKSRSSYIRI-OH U38 Peptid 89 H-RIESPEFITGYNINN-OH U38 Peptid 174 | H-TCLGREMLCSTVDYV-OH
U38 Peptid 5 H-KKKSRSSYIRILPRG-OH U38 Peptid 90 H-PEFITGYNINNFDLK-OH U38 Peptid 175 H-REMLCSTVDYVNSKM-OH
U38 Peptid 6 H-RSSYIRILPRGIMHD-OH U38 Peptid 91 H-TGYNINNFDLKYLCI-OH U38 Peptid 176 | H-CSTVDYVNSKMQSEQ-OH
U38 Peptid 7 H-TIRILPRGIMHDGAAG-OH U38 Peptid 92 H-INNFDLKYLCIRMDK-OH U38 Peptid 177 | H-DYVNSKMQSEQFFCE-OH
U38 Peptid 8 H-PRGIMHDGAAGLIKD-OH U38 Peptid 93 H-DLKYLCIRMDKIYHY-OH U38 Peptid 178 | H-SKMQSEQFFCEELGL-OH
U38 Peptid 9 H-MHDGAAGLIKDVCDS-O0H U38 Peptid 94 H-LCIRMDKIYHYEIGC-OH U38 Peptid 179 | H-SEQFFCEELGLTASD-OH
U38 Peptid 10 H-AAGLIKDVCDSEPRM-OH U38 Peptid 95 H-MDKIYHYEIGCFSKL-OH U38 Peptid 180 H-FCEELGLTASDFTGD-OH
U38 Peptid 11 H-IKDVCDSEPRMFYRD-OH U38 Peptid 96 H-YHYEIGCFSKLKNGK-OH U38 Peptid 181 | H-LGLTASDFTGDLKVE-OH
U38 Peptid 12 H-CDSEPRMFYRDRQYL-OH U38 Peptid 97 H-IGCFSKLKNGKIGIS-OH U38 Peptid 182 H-ASDFTGDLKVEVIYG-OH
U38 Peptid 13 H-PRMFYRDRQYLLSKE-OH U38 Peptid 98 H-SKLKNGKIGISVPHE-OH U38 Peptid 183 | H-TGDLKVEVIYGDTDS-OH
U38 Peptid 14 H-YRDRQYLLSKEMTWP-OH U38 Peptid 99 H-NGKIGISVPHEQYKK-OH U38 Peptid 184 H-KVEVIYGDTDSIFMS-OH

U38 Peptid 15

H-QYLLSKEMTWPSLDR-OH

U38 Peptid 100

H-GISVPHEQYKKGFLQ-OH

U38 Peptid 185

H-IYGDTDSIFMSVRNM-OH

U38 Peptid 16

H-SKEMTWPSLDRVRSK-OH

U38 Peptid 101

H-PHEQYKKGFLQAQTK-OH

U38 Peptid 186

H-TDSIFMSVRNMANES-OH

U38 Peptid 17

H-TWPSLDRVRSKDYDH-OH

U38 Peptid 102

H-YKKGFLQAQTKVFTS-0OH

U38 Peptid 187

H-FMSVRNMANESLRRI-OH

U38 Peptid 18

H-LDRVRSKDYDHTRMK-OH

U38 Peptid 103

H-FLQAQTKVFTSGVLY-OH

U38 Peptid 188

H-RNMANESLRRIAPMI-OH

U38 Peptid 19

H-RSKDYDHTRMKFHIY-OH

U38 Peptid 104

H-QTKVFTSGVLYLDMY-OH

U38 Peptid 189

H-NESLRRIAPMIAKHI-OH

U38 Peptid 20

H-YDHTRMKFHIYDAVE-OH

U38 Peptid 105

H-FTSGVLYLDMYPVYS-OH

U38 Peptid 190

H-RRIAPMIAKHITDRL-OH

U38 Peptid 21

H-RMKFHIYDAVETLMF-OH

U38 Peptid 106

H-VLYLDMYPVYSSKIT-OH

U38 Peptid 191

H-PMIAKHITDRLFKSP-OH

U38 Peptid 22

H-HIYDAVETLMFTDSI-OH

U38 Peptid 107

H-DMYPVYSSKITAQNY-OH

U38 Peptid 192

H-KHITDRLFKSPIKLE-OH

U38 Peptid 23

H-AVETLMFTDSIENLP-OH

U38 Peptid 108

H-VYSSKITAQNYKLDT-OH

U38 Peptid 193

H-DRLFKSPIKLEFEKI-OH

U38 Peptid 24

H-LMFTDSIENLPFQYR-OH

U38 Peptid 109

H-KITAQNYKLDTIAKI-OH

U38 Peptid 194

H-KSPIKLEFEKILCPL-OH

U38 Peptid 25

H-DSIENLPFQYRHFVI-OH

U38 Peptid 110

H-ONYKLDTIAKICLQQ-OH

U38 Peptid 195

H-KLEFEKILCPLILIC-OH

U38 Peptid 26

H-NLPFQYRHFVIPSGT-OH

U38 Peptid 111

H-LDTIAKICLQQEKEQ-OH

U38 Peptid 196

H-EKILCPLILICKKRY-OH

U38 Peptid 27

H-QYRHFVIPSGTVIRM-OH

U38 Peptid 112

H-AKICLQQEKEQLSYK-OH

U38 Peptid 197

H-CPLILICKKRYIGRQ-OH

U38 Peptid 28

H-FVIPSGTVIRMFGRS-O0H

U38 Peptid 113

H-LQQEKEQLSYKEIPK-OH

U38 Peptid 198

H-LICKKRYIGRQDDSL-OH

U38 Peptid 29

H-SGTVIRMFGRSEDGE-OH

U38 Peptid 114

H-KEQLSYKEIPKKFIS-OH

U38 Peptid 199

H-KRYIGRQDDSLLIFK-OH

U38 Peptid 30

H-TIRMFGRSEDGEKICV-OH

U38 Peptid 115

H-SYKEIPKKFISGPSG-OH

U38 Peptid 200

H-GRQDDSLLIFKGVDL-OH

U38 Peptid 31

H-GRSEDGEKICVNVFG-0OH

U38 Peptid 116

H-IPKKFISGPSGRAVV-OH

U38 Peptid 201

H-DSLLIFKGVDLVRKT-OH

U38 Peptid 32

H-DGEKICVNVFGQEQY-OH

U38 Peptid 117

H-FISGPSGRAVVGKYC-OH

U38 Peptid 202

H-IFKGVDLVRKTSCDF-OH

U38 Peptid 33

H-ICVNVFGQEQYFYCE-OH

U38 Peptid 118

H-PSGRAVVGKYCLQDS-0OH

U38 Peptid 203

H-VDLVRKTSCDFVKGV-0OH

U38 Peptid 34

H-VFGQEQYFYCECVDG-OH

U38 Peptid 119

H-AVVGKYCLQDSVLVV-OH

U38 Peptid 204

H-RKTSCDFVKGVVKDI-OH

U38 Peptid 35

H-EQYFYCECVDGKSLK-OH

U38 Peptid 120

H-KYCLQDSVLVVRLFK-OH

U38 Peptid 205

H-CDFVKGVVKDIVDLL-O0H

U38 Peptid 36

H-YCECVDGKSLKATIN-OH

U38 Peptid 121

H-QDSVLVVRLFKQINY-OH

U38 Peptid 206

H-KGVVKDIVDLLFFDE-OH

U38 Peptid 37

H-VDGKSLKATINNLML-OH

U38 Peptid 122

H-LVVRLFKQINYHYEV-OH

U38 Peptid 207

H-KDIVDLLFFDEEVQT-OH

U38 Peptid 38

H-SLKATINNLMLTGEV-OH

U38 Peptid 123

H-LFKQINYHYEVAEVA-OH

U38 Peptid 208

H-DLLFFDEEVQTAAVE-OH

U38 Peptid 39

H-TINNLMLTGEVKMSC-OH

U38 Peptid 124

H-INYHYEVAEVARLAH-OH

U38 Peptid 209

H-FDEEVQTAAVEFSHM-OH

U38 Peptid 40

H-LMLTGEVKMSCSFVI-OH

U38 Peptid 125

H-YEVAEVARLAHVTAR-OH

U38 Peptid 210

H-VQTAAVEFSHMTQTQ-O0H

U38 Peptid 41

H-GEVKMSCSFVIEPAD-OH

U38 Peptid 126

H-EVARLAHVTARCVVF-OH

U38 Peptid 211

H-AVEFSHMTQTQLRDE-OH

U38 Peptid 42

H-MSCSFVIEPADKLSL-OH

U38 Peptid 127

H-LAHVTARCVVFEGQQ-0H

U38 Peptid 212

H-SHMTQTQLRDEGVPV-0H

U38 Peptid 43

H-FVIEPADKLSLYGYN-OH

U38 Peptid 128

H-TARCVVFEGQQKKIF-OH

U38 Peptid 213

H-QTQLRDEGVPVGIHK-OH

U38 Peptid 44

H-PADKLSLYGYNANTV-OH

U38 Peptid 129

H-VVFEGQQKKIFPCIL-OH

U38 Peptid 214

H-RDEGVPVGIHKILRR-OH

U38 Peptid 45

H-LSLYGYNANTVVNLF-OH

U38 Peptid 130

H-GQQKKIFPCILTEAK-OH

U38 Peptid 215

H-VPVGIHKILRRLCKA-OH

U38 Peptid 46

H-GYNANTVVNLFKVSF-OH

U38 Peptid 131

H-KIFPCILTEAKRRNM-OH

U38 Peptid 216

H-THKILRRLCKAREEL-OH

U38 Peptid 47

H-NTVVNLFKVSFGNFY-OH

U38 Peptid 132

H-CILTEAKRRNMILPS-OH

U38 Peptid 217

H-LRRLCKAREELFQNR-OH

U38 Peptid 48

H-NLFKVSFGNFYVSQR-OH

U38 Peptid 133

H-EAKRRNMILPSMVSS-OH

U38 Peptid 218

H-CKAREELFQNRADVR-OH

U38 Peptid 49

H-VSFGNFYVSQRIGKI-OH

U38 Peptid 134

H-RNMILPSMVSSHNRQ-OH

U38 Peptid 219

H-EELFQNRADVRHLML-OH

U38 Peptid 50

H-NFYVSQRIGKILQNE-OH

U38 Peptid 135

H-LPSMVSSHNRQGIGY-OH

U38 Peptid 220

H-QNRADVRHLMLSSVL-OH

U38 Peptid 51

H-SQRIGKILQNEGFVV-OH

U38 Peptid 136

H-VSSHNRQGIGYKGAT-OH

U38 Peptid 221

H-DVRHLMLSSVLSKEV-0H

U38 Peptid 52

H-GKILQNEGFVVYEID-OH

U38 Peptid 137

H-NRQGIGYKGATVLEP-OH

U38 Peptid 222

H-LMLSSVLSKEVAAYK-OH

U38 Peptid 53

H-QNEGFVVYEIDVDVL-OH

U38 Peptid 138

H-IGYKGATVLEPKTGY-OH

U38 Peptid 223

H-SVLSKEVAAYKQPNL-OH

U38 Peptid 54

H-FVVYEIDVDVLTRFF-OH

U38 Peptid 139

H-GATVLEPKTGYYAVP-OH

U38 Peptid 224

H-KEVAAYKQPNLAHLS-OH

U38 Peptid 55

H-EIDVDVLTRFFVDNG-OH

U38 Peptid 140

H-LEPKTGYYAVPTVVF-OH

U38 Peptid 225

H-AYKQPNLAHLSVIRR-OH

U38 Peptid 56

H-DVLTRFFVDNGFLSF-OH

U38 Peptid 141

H-TGYYAVPTVVFDFQS-0OH

U38 Peptid 226

H-PNLAHLSVIRRLAQR-OH

U38 Peptid 57

H-RFFVDNGFLSFGWYN-OH

U38 Peptid 142

H-AVPTVVFDFQSLYPS-OH

U38 Peptid 227

H-HLSVIRRLAQRKEEI-OH

U38 Peptid 58

H-DNGFLSFGWYNVKKY-OH

U38 Peptid 143

H-VVFDFQSLYPSIMMA-OH

U38 Peptid 228

H-IRRLAQRKEEIPNVG-0H

U38 Peptid 59

H-LSFGWYNVKKYIPQD-OH

U38 Peptid 144

H-FQSLYPSIMMAHNLC-OH

U38 Peptid 229

H-AQRKEEIPNVGDRIM-OH

U38 Peptid 60

H-WYNVKKYIPQDMGKG-OH

U38 Peptid 145

H-YPSIMMAHNLCYSTL-OH

U38 Peptid 230

H-EEIPNVGDRIMYVLI-OH

U38 Peptid 61

H-KKYIPQDMGKGSNLE-OH

U38 Peptid 146

H-MMAHNLCYSTLVLDE-OH

U38 Peptid 231

H-NVGDRIMYVLIAPST-OH

U38 Peptid 62

H-PQDMGKGSNLEVEIN-OH

U38 Peptid 147

H-NLCYSTLVLDERQIA-OH

U38 Peptid 232

H-RIMYVLIAPSTGNKQ-OH

U38 Peptid 63

H-GKGSNLEVEINCHVS-0OH

U38 Peptid 148

H-STLVLDERQIAGLSE-OH

U38 Peptid 233

H-VLIAPSTGNKQTHNY-OH

U38 Peptid 64

H-NLEVEINCHVSDLVS-OH

U38 Peptid 149

H-LDERQIAGLSESDIL-OH

U38 Peptid 234

H-PSTGNKQTHNYELAE-OH

U38 Peptid 65

H-EINCHVSDLVSLENV-O0OH

U38 Peptid 150

H-QIAGLSESDILTVKL-OH

U38 Peptid 235

H-NKQTHNYELAEDPNY-OH

U38 Peptid 66

H-HVSDLVSLENVNWPL-OH

U38 Peptid 151

H-LSESDILTVKLGDET-OH

U38 Peptid 236

H-HNYELAEDPNYVLEH-OH

U38 Peptid 67

H-LVSLENVNWPLYGCW-OH

U38 Peptid 152

H-DILTVKLGDETHRFV-OH

U38 Peptid 237

H-LAEDPNYVLEHKIPI-OH

U38 Peptid 68

H-ENVNWPLYGCWSFDI-OH

U38 Peptid 153

H-VKLGDETHRFVKPCV-OH

U38 Peptid 238

H-PNYVLEHKIPIHAEK-OH

U38 Peptid 69

H-WPLYGCWSFDIECLG-OH

U38 Peptid 154

H-DETHRFVKPCVRESV-OH

U38 Peptid 239

H-LEHKIPIHAEKYFDQ-OH

U38 Peptid 70

H-GCWSFDIECLGQNGN-OH

U38 Peptid 155

H-RFVKPCVRESVLGSL-0OH

U38 Peptid 240

H-IPIHAEKYFDQIIKA-OH

U38 Peptid 71

H-FDIECLGQNGNFPDA-OH

U38 Peptid 156

H-PCVRESVLGSLLKDW-OH

U38 Peptid 241

H-AEKYFDQIIKAVTNA-OH

U38 Peptid 72

H-CLGONGNFPDAENLG-0H

U38 Peptid 157

H-ESVLGSLLKDWLAKR-OH

U38 Peptid 242

H-FDQITKAVTNAISPI-OH

U38 Peptid 73

H-NGNFPDAENLGDIVI-OH

U38 Peptid 158

H-GSLLKDWLAKRREVK-OH

U38 Peptid 243

H-TKAVTNAISPIFPKT-OH

U38 Peptid 74

H-PDAENLGDIVIQISV-OH

U38 Peptid 159

H-KDWLAKRREVKAEMQ-0H

U38 Peptid 244

H-TNAISPIFPKTDIKK-OH

U38 Peptid 75

H-NLGDIVIQISVVSFD-OH

U38 Peptid 160

H-AKRREVKAEMQNCSD-OH

U38 Peptid 245

H-SPIFPKTDIKKEKLL-OH

U38 Peptid 76

H-IVIQISVVSFDTEGD-OH

U38 Peptid 161

H-EVKAEMQNCSDPMMK-OH

U38 Peptid 246

H-PKTDIKKEKLLLYLL-OH

U38 Peptid 77

H-ISVVSFDTEGDRDER-OH

U38 Peptid 162

H-EMQNCSDPMMKLLLD-OH

U38 Peptid 247

H-TKKEKLLLYLLPMKV-OH

U38 Peptid 78

H-SFDTEGDRDERHLFT-OH

U38 Peptid 163

H-CSDPMMKLLLDKKQL-OH

U38 Peptid 248

H-KLLLYLLPMKVYLDE-OH

U38 Peptid 79

H-EGDRDERHLFTLGTC-OH

U38 Peptid 164

H-MMKLLLDKKQLALKT-OH

U38 Peptid 249

H-LYLLPMKVYLDETFS-OH

U38 Peptid 80

H-DERHLFTLGTCEQID-OH

U38 Peptid 165

H-LLDKKQLALKTTCNS-OH

U38 Peptid 250

H-LPMKVYLDETFSAIA-OH

U38 Peptid 81

H-LFTLGTCEQIDGVHI-OH

U38 Peptid 166

H-KQLALKTTCNSVYGV-0H

U38 Peptid 251

H-KVYLDETFSAIAEVM-OH

U38 Peptid 82

H-GTCEQIDGVHIYEFA-OH

U38 Peptid 167

H-LKTTCNSVYGVTGAA-OH

U38 Peptid 252

H-AVEFSHEMTQTQLREQ-OH

U38 Peptid 83

H-QIDGVHIYEFASEFE-OH

U38 Peptid 168

H-CNSVYGVTGAAHGLL-OH

U38 Peptid 253

H-SHMTQTQLREQGVPV-OH

U38 Peptid 84

H-VHIYEFASEFELLLG-OH

U38 Peptid 169

H-YGVTGAAHGLLPCVA-OH

U38 Peptid 254

H-QTQLREQGVPVGIHK-OH

U38 Peptid 85

H-EFASEFELLLGFFIF-OH

U38 Peptid 170

H-GAAHGLLPCVAIAAS-OH

U38 Peptid 255

H-REQGVPVGIHKILRR-OH
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Tabelle 9: Die U41-Peptidbibliothek besteht aus 281 Einzelpeptiden, und deckt die ganze Aminoséuresequenz
des Antigens U41 aus HHV-6B (Z29) ab.

U41 Peptid 1

H-MADENETVVSAPVST-OH

U41 Peptid 95

H-LLRSLSFCNALSSLT-OH

U41 Peptid 189

H-YFKKNVKHKKNPLSG-OH

U41 Peptid 2

H-NETVVSAPVSTAAWI-OH

U41 Peptid 96

H-LSFCNALSSLTEDVY-OH

U41 Peptid 190

H-NVKHKKNPLSGCISF-OH

U41 Peptid 3

H-VSAPVSTAAWIYVEFP-OH

U41 Peptid 97

H-NALSSLTEDVYNDNR-OH

U41 Peptid 191

H-KKNPLSGCISFLLFK-OH

U41 Peptid 4

H-VSTAAWIYVFPKEKE-OH

U41 Peptid 98

H-SLTEDVYNDNRKIIK-OH

U41 Peptid 192

H-LSGCISFLLFKYHDK-OH

U41 Peptid 5

H-AWIYVFPKEKELLDV-OH

U41 Peptid 99

H-DVYNDNRKIIKCDST-OH

U41 Peptid 193

H-ISFLLFKYHDKLEFPN-OH

U41 Peptid 6

H-VFPKEKELLDVLSVL-OH

U41 Peptid 100

H-DNRKIIKCDSTSGKD-OH

U41 Peptid 194

H-LFKYHDKLFPNVKIS-OH

U41 Peptid 7

H-EKELLDVLSVLSLME-OH

U41 Peptid 101

H-IIKCDSTSGKDDKFS-OH

U41 Peptid 195

H-HDKLFPNVKISCLEL-OH

U41 Peptid 8

H-LDVLSVLSLMERNSP-OH

U41 Peptid 102

H-DSTSGKDDKFSANHL-OH

U41 Peptid 196

H-FPNVKISCLELWQRF-OH

U41 Peptid 9

H-SVLSLMERNSPVVIS-OH

U41 Peptid 103

H-GKDDKFSANHLAYAC-OH

U41 Peptid 197

H-KISCLELWQRFLLNN-OH

U41 Peptid 10

H-LMERNSPVVISPLLM-OH

U41 Peptid 104

H-KFSANHLAYACATCP-OH

U41 Peptid 198

H-LELWQRFLLNNVPKT-OH

U41 Peptid 11

H-NSPVVISPLLMNLTV-OH

U41 Peptid 105

H-NHLAYACATCPQLLS-OH

U41 Peptid 199

H-QRFLLNNVPKTLDIG-OH

U41 Peptid 12

H-VISPLLMNLTVENDF-OH

U41 Peptid 106

H-YACATCPQLLSYVVW-OH

U41 Peptid 200

H-LNNVPKTLDIGNPEE-OH

U41 Peptid 13

H-LLMNLTVENDFSTTV-OH

U41 Peptid 107

H-TCPQLLSYVVWNLNR-OH

U41 Peptid 201

H-PKTLDIGNPEEVKTF-OH

U41 Peptid 14

H-LTVENDFSTTVKTPI-OH

U41 Peptid 108

H-LLSYVVWNLNRMSVY-OH

U41 Peptid 202

H-DIGNPEEVKTFIKFA-OH

U41 Peptid 15

H-NDFSTTVKTPITNFG-OH

U41 Peptid 109

H-VVWNLNRMSVYNAGN-OH

U41 Peptid 203

H-PEEVKTFIKFAFSIT-OH

U41 Peptid 16

H-TTVKTPITNFGGTIL-OH

U41 Peptid 110

H-LNRMSVYNAGNAYTE-OH

U41 Peptid 204

H-KTFIKFAFSITNTYD-OH

U41 Peptid 17

H-TPITNFGGTILTKIT-OH

U41 Peptid 111

H-SVYNAGNAYTEIYNH-OH

U41 Peptid 205

H-KFAFSITNTYDEIDI-OH

U41 Peptid 18

H-NFGGTILTKITSFMP-OH

U41 Peptid 112

H-AGNAYTEIYNHLVNC-OH

U41 Peptid 206

H-SITNTYDEIDIIDIQ-OH

U41 Peptid 19

H-TILTKITSFMPVCFF-OH

U41 Peptid 113

H-YTEIYNHLVNCSANL-OH

U41 Peptid 207

H-TYDEIDIIDIQPECL-OH

U41 Peptid 20

H-KITSFMPVCFFFHGT-OH

U41 Peptid 114

H-YNHLVNCSANLCEFC-OH

U41 Peptid 208

H-IDIIDIQPECLSTFI-OH

U41 Peptid 21

H-FMPVCFFFHGTEQLV-OH

U41 Peptid 115

H-VNCSANLCEFCDGKC-OH

U41 Peptid 209

H-DIQPECLSTFIDCYF-OH

U41 Peptid 22

H-CFFFHGTEQLVGMAE-OH

U41 Peptid 116

H-ANLCEFCDGKCCQSC-0OH

U41 Peptid 210

H-ECLSTFIDCYFHNKF-OH

U41 Peptid 23

H-HGTEQLVGMAEDHGD-OH

U41 Peptid 117

H-EFCDGKCCQSCIGTA-OH

U41 Peptid 211

H-TFIDCYFHNKFLSAL-OH

U41 Peptid 24

H-QLVGMAEDHGDLIRL-OH

U41 Peptid 118

H-GKCCQSCIGTAMVRV-OH

U41 Peptid 212

H-CYFHNKFLSALGFHD-OH

U41 Peptid 25

H-MAEDHGDLIRLCE! OH

U41 Peptid 119

H-QSCIGTAMVRVGTRL-OH

U41 Peptid 213

H-NKFLSALGFHDYLTS-OH

U41 Peptid 26

H-HGDLIRLCEQTRQKF-OH

U41 Peptid 120

H-GTAMVRVGTRLPAIP-OH

U41 Peptid 214

H-SALGFHDYLTSLHGL-OH

U41 Peptid 27

H-IRLCEQTRQKFHLQS-OH

U41 Peptid 121

H-VRVGTRLPAIPKNVK-OH

U41 Peptid 215

H-FHDYLTSLHGLTSKL-OH

U41 Peptid 28

H-EQTRQKFHLQSFEVP-OH

U41 Peptid 122

H-TRLPAIPKNVKKEPL-OH

U41 Peptid 216

H-LTSLHGLTSKLVTQN-OH

U41 Peptid 29

H-QKFHLQSFEVPTARK-OH

U41 Peptid 123

H-ATPKNVKKEPLVMSM-OH

U41 Peptid 217

H-HGLTSKLVTQNPVLF-OH

U41 Peptid 30

H-LQSFEVPTARKVIDI-OH

U41 Peptid 124

H-NVKKEPLVMSMFSRY-OH

U41 Peptid 218

H-SKLVTQNPVLEFPVVL-OH

U41 Peptid 31

H-EVPTARKVIDIKALC-OH

U41 Peptid 125

H-EPLVMSMFSRYYAEV-OH

U41 Peptid 219

H-TONPVLFPVVLDKQP-OH

U41 Peptid 32

H-ARKVIDIKALCSAVG-OH

U41 Peptid 126

H-MSMFSRYYAEVDILG-OH

U41 Peptid 220

H-VLFPVVLDKQPKFSS-OH

U41 Peptid 33

H-IDIKALCSAVGKDAD-OH

U41 Peptid 127

H-SRYYAEVDILGSFGR-OH

U41 Peptid 221

H-VVLDKQPKFSSIQEY-OH

U41 Peptid 34

H-ALCSAVGKDADSVIC-OH

U41 Peptid 128

H-AEVDILGSFGRKPVS-OH

U41 Peptid 222

H-KQPKFSSIQEYLVYV-OH

U41 Peptid 35

H-AVGKDADSVICHVAC-OH

U41 Peptid 129

H-ILGSFGRKPVSELKE-OH

U41 Peptid 223

H-FSSIQEYLVYVKKLV-OH

U41 Peptid 36

H-DADSVICHVACGNGF-OH

U41 Peptid 130

H-FGRKPVSELKEIGKD-OH

U41 Peptid 224

H-QEYLVYVKKLVLDGV-OH

U41 Peptid 37

H-VICHVACGNGFKELL-OH

U41 Peptid 131

H-PVSELKEIGKDQQNT-OH

U41 Peptid 225

H-VYVKKLVLDGVPNPV-OH

U41 Peptid 38

H-VACGNGFKELLFAGL-OH

U41 Peptid 132

H-LKEIGKDQONTLSLD-OH

U41 Peptid 226

H-KLVLDGVPNPVIASL-OH

U41 Peptid 39

H-NGFKELLFAGLLIPC-OH

U41 Peptid 133

H-GKDQONTLSLDRGKF-OH

U41 Peptid 227

H-DGVPNPVIASLSKEP-OH

U41 Peptid 40

H-ELLFAGLLIPCVEEQ-OH

U41 Peptid 134

H-QNTLSLDRGKFVSQI-OH

U41 Peptid 228

H-NPVIASLSKEPNFGT-OH

U41 Peptid 41

H-AGLLIPCVEEQIQVQ-OH

U41 Peptid 135

H-SLDRGKFVSQIFDYC-OH

U41 Peptid 229

H-ASLSKEPNFGTIFTS-OH

U41 Peptid 42

H-IPCVEEQIQVQVGEY-OH

U41 Peptid 136

H-GKFVSQIFDYCKKNS-OH

U41 Peptid 230

H-KEPNFGTIFTSRSLV-OH

U41 Peptid 43

H-EEQIQVQVGEYSCVK-OH

U41 Peptid 137

H-SQIFDYCKKNSLIDP-OH

U41 Peptid 231

H-FGTIFTSRSLVTFGL-OH

U41 Peptid 44

H-QVQVGEYSCVKIPLY-OH

U41 Peptid 138

H-DYCKKNSLIDPVTGE-OH

U41 Peptid 232

H-FTSRSLVTEGLTLEK-OH

U41 Peptid 45

H-GEYSCVKIPLYSATL-OH

U41 Peptid 139

H-KNSLIDPVTGEDTFN-OH

U41 Peptid 233

H-SLVTFGLTLEKFVSL-OH

U41 Peptid 46

H-CVKIPLYSATLFETE-OH

U41 Peptid 140

H-IDPVTGEDTEFNVRSK-OH

U41 Peptid 234

H-FGLTLEKFVSLANRE-OH

U41 Peptid 47

H-PLYSATLFETEETIS-OH

U41 Peptid 141

H-TGEDTFNVRSKKDFV-OH

U41 Peptid 235

H-LEKFVSLANREYFQF-OH

U41 Peptid 48

H-ATLFETEETISLSSC-OH

U41 Peptid 142

H-TENVRSKKDFVSIIH-OH

U41 Peptid 236

H-VSLANREYFQFGQLG-OH

U41 Peptid 49

H-ETEETISLSSCTEFI-OH

U41 Peptid 143

H-RSKKDFVSITHGLTQ-OH

U41 Peptid 237

H-NREYFQFGQLGWIGG-OH

U41 Peptid 50

H-TISLSSCTEFIQERG-OH

U41 Peptid 144

H-DFVSIIHGLTQCIEE-OH

U41 Peptid 238

H-FQFGQLGWIGGSGVD-OH

U41 Peptid 51

H-SSCTEFIQERGFFLP-OH

U41 Peptid 145

H-TTIHGLTQCIEECVSR-OH

U41 Peptid 239

H-QLGWIGGSGVDRNLN-OH

U41 Peptid 52

H-EFIQERGFFLPALSE-OH

U41 Peptid 146

H-LTQCIEECVSRCIVE-OH

U41 Peptid 240

H-IGGSGVDRNLNPTSS-OH

U41 Peptid 53

H-ERGFFLPALSETLFY-OH

U41 Peptid 147

H-IEECVSRCIVEMRRT-OH

U41 Peptid 241

H-GVDRNLNPTSSALQD-OH

U41 Peptid 54

H-FLPALSETLFYYVFT-OH

U41 Peptid 148

H-VSRCIVEMRRTQTPR-OH

U41 Peptid 242

H-NLNPTSSALQDFRFM-OH

U41 Peptid 55

H-LSETLFYYVFTSWGT-OH

U41 Peptid 149

H-IVEMRRTQTPREQIE-OH

U41 Peptid 243

H-TSSALQDFRFMRQKT-OH

U41 Peptid 56

H-LFYYVFTSWGTTLRF-OH

U41 Peptid 150

H-RRTQTPREQIENCLQ-OH

U41 Peptid 244

H-LODFRFMRQKTIIAT-OH

U41 Peptid 57

H-VFTSWGTTLRESNTK-OH

U41 Peptid 151

H-TPREQIENCLQSFNV-OH

U41 Peptid 245

H-RFMRQKTIIATKFSE-OH

U41 Peptid 58

H-WGTTLRFSNTKELID-OH

U41 Peptid 152

H-QIENCLQSFNVDTTP-OH

U41 Peptid 246

H-QKTIIATKFSEVIVK-OH

U41 Peptid 59

H-LRFSNTKELIDAGLK-OH

U41 Peptid 153

H-CLQSFNVDTTPYATA-OH

U41 Peptid 247

H-TATKFSEVIVKKVRR-OH

U41 Peptid 60

H-NTKELIDAGLKQFTQ-OH

U41 Peptid 154

H-FNVDTTPYATAFSPF-OH

U41 Peptid 248

H-FSEVIVKKVRRETIM-OH

U41 Peptid 61

H-LIDAGLKQFTQDGEQ-OH

U41 Peptid 155

H-TTPYATAFSPFLTFA-OH

U41 Peptid 249

H-IVKKVRRETIMFDTE-OH

U41 Peptid 62

H-GLKQFTQDGEQTVKL-OH

U41 Peptid 156

H-ATAFSPFLTFAYYKV-OH

U41 Peptid 250

H-VRRETIMFDTEVVKG-OH

U41 Peptid 63

H-FTQODGEQTVKLAPHK-OH

U41 Peptid 157

H-SPFLTFAYYKVILTV-OH

U41 Peptid 251

H-TIMFDTEVVKGKVLS-OH

U41 Peptid 64

H-GEQTVKLAPHKTYLG-OH

U41 Peptid 158

H-TFAYYKVILTVLONL-OH

U41 Peptid 252

H-DTEVVKGKVLSIVEN-OH

U41 Peptid 65

H-VKLAPHKTYLGISGQ-OH

U41 Peptid 159

H-YKVILTVLONLALIV-OH

U41 Peptid 253

H-VKGKVLSIVENLTND-OH

U41 Peptid 66

H-PHKTYLGISGQKISA-OH

U41 Peptid 160

H-LTVLONLALIVASGH-OH

U41 Peptid 254

H-VLSIVENLTNDIDPE-OH

U41 Peptid 67

H-YLGISGQKISAVEKD-OH

U41 Peptid 161

H-ONLALIVASGHVVDR-OH

U41 Peptid 255

H-VENLTNDIDPELLII-OH

U41 Peptid 68

H-SGQKISAVEKDFLML-OH

U41 Peptid 162

H-LIVASGHVVDRPCTG-OH

U41 Peptid 256

H-TNDIDPELLIIAEVM-OH

U41 Peptid 69

H-ISAVEKDFLMLVDSV-OH

U41 Peptid 163

H-SGHVVDRPCTGNSIS-OH

U41 Peptid 257

H-DPELLITAEVMRDRE-OH

U41 Peptid 70

H-EKDFLMLVDSVVTEL-OH

U41 Peptid 164

H-VDRPCTGNSISKWLV-OH

U41 Peptid 258

H-LITAEVMRDREDKPT-OH

U41 Peptid 71

H-LMLVDSVVTELSFSH-OH

U41 Peptid 165

H-CTGNSISKWLVQQYQ-OH

U41 Peptid 259

H-EVMRDREDKPTMDDM-OH

U41 Peptid 72

H-DSVVTELSFSHVAEY-OH

U41 Peptid 166

H-SISKWLVQQYQSLYG-OH

U41 Peptid 260

H-DREDKPTMDDMLFFV-OH

U41 Peptid 73

H-TELSFSHVAEYLDSV-OH

U41 Peptid 167

H-WLVQQYQSLYGTFHS-OH

U41 Peptid 261

H-KPTMDDMLFFVDGRE-OH

U41 Peptid 74

H-FSHVAEYLDSVYDPS-OH

U41 Peptid 168

H-QYQSLYGTFHSSYLK-OH

U41 Peptid 262

H-DDMLFFVDGREALAA-OH

U41 Peptid 75

H-AEYLDSVYDPSQIMN-OH

U41 Peptid 169

H-LYGTFHSSYLKKGFL-OH

U41 Peptid 263

H-FFVDGREALAASIML-OH

U41 Peptid 76

H-DSVYDPSQIMNFNDW-OH

U41 Peptid 170

H-FHSSYLKKGFLNTRT-OH

U41 Peptid 264

H-GREALAASIMLKLNH-OH

U41 Peptid 77

H-DPSQIMNFNDWPITR-OH

U41 Peptid 171

H-YLKKGFLNTRTVKVA-OH

U41 Peptid 265

H-LAASIMLKLNHLVDM-OH

U41 Peptid 78

H-IMNFNDWPIIRNSET-OH

U41 Peptid 172

H-GFLNTRTVKVASNVD-OH

U41 Peptid 266

H-IMLKLNHLVDMNVRD-OH

U41 Peptid 79

H-NDWPIIRNSETHAER-OH

U41 Peptid 173

H-TRTVKVASNVDMEQI-OH

U41 Peptid 267

H-LNHLVDMNVRDFSIA-OH

U41 Peptid 80

H-IIRNSETHAERMAQL-OH

U41 Peptid 174

H-KVASNVDMEQILDCD-OH

U41 Peptid 268

H-VDMNVRDFSIANLOS-OH

U41 Peptid 81

H-SETHAERMAQLTNLK-OH

U41 Peptid 175

H-NVDMEQILDCDLYKS-OH

U41 Peptid 269

H-VRDFSIANLQSVFEA-OH

U41 Peptid 82

H-AERMAQLTNLKLHLS-OH

U41 Peptid 176

H-EQILDCDLYKSGKYV-OH

U41 Peptid 270

H-SIANLQSVFEAVSSN-OH

U41 Peptid 83

H-AQLTNLKLHLSSHLA-OH

U41 Peptid 177

H-DCDLYKSGKYVKTTI-OH

U41 Peptid 271

H-LQSVFEAVSSNDAPV-OH

U41 Peptid 84

H-NLKLHLSSHLAVLIF-OH

U41 Peptid 178

H-YKSGKYVKTTIQAKL-OH

U41 Peptid 272

H-FEAVSSNDAPVYDFS-OH

U41 Peptid 85

H-HLSSHLAVLIFAPNS-OH

U41 Peptid 179

H-KYVKTTIQAKLCRLS-OH

U41 Peptid 273

H-SSNDAPVYDFSEILA-OH

U41 Peptid 86

H-HLAVLIFAPNSILYC-OH

U41 Peptid 180

H-TTIQAKLCRLSMQCL-OH

U41 Peptid 274

H-APVYDFSEILAEEDD-OH

U41 Peptid 87

H-LIFAPNSILYCSKLA-OH

U41 Peptid 181

H-AKLCRLSMQCLRDFR-OH

U41 Peptid 275

H-DFSEILAEEDDQASG-OH

U41 Peptid 88

H-PNSILYCSKLAFIPN-OH

U41 Peptid 182

H-RLSMQCLRDFRIKNR-OH

U41 Peptid 276

H-ILAEEDDQASGVLKC-OH

U41 Peptid 89

H-LYCSKLAFIPNVKQA-OH

U41 Peptid 183

H-QCLRDFRIKNRPFNK-OH

U41 Peptid 277

H-EDDQASGVLKCDETE-OH

U41 Peptid 90

H-KLAFIPNVKQAFNSV-OH

U41 Peptid 184

H-DFRIKNRPFNKSSKT-OH

U41 Peptid 278

H-ASGVLKCDETETETD-OH

U41 Peptid 91

H-IPNVKQAFNSVMTQE-OH

U41 Peptid 185

H-KNRPFNKSSKTAHNN-OH

U41 Peptid 279

H-VLKCDETETETDEPM-O0H

U41 Peptid 92

H-KQAFNSVMTQELLLR-OH

U41 Peptid 186

H-FNKSSKTAHNNPYFK-OH

U41 Peptid 280

H-CDETETETDEPMTKK-OH

U41 Peptid 93

H-NSVMTQELLLRSLSF-OH

U41 Peptid 187

H-SKTAHNNPYFKKNVK-OH

U41 Peptid 281

H-TETETDEPMTKKNRL-OH

U41 Peptid 94

H-TQELLLRSLSFCNAL-OH

U41 Peptid 188

H-HNNPYFKKNVKHKKN-OH
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2.3.2 Peptidmatrizen zur Bestimmung der Epitopspezifikation

Die Einzelpeptide der beiden Antigene U38 und U41 wurden fir die spatere Analyse der
Spezifitat der T-Zellen in Matrizen angeordnet, sodass jedes Einzelpeptid sowohl in einem
vertikalen als auch in einem horizontalen Subpool vorkam. Auch hier wurden die Peptide

erneut in einer Konzentration von 1 mg/ml je Peptid verwendet.

Tabelle 10: Die beiden Matrizen zum Antigens U38, fiir den Gesamtpools Teil 1 mit den ersten 144
Einzelpeptiden, und des Gesamtpool Teil 2 mit den restlichen 111 Einzelpeptiden. Jedes Peptid erscheint
sowohl in einem der vertikalen (Subpools 1-12 und 25-36) als auch in einem der horizontalen Subpools
(Subpools 13-24 und 37-46).

Gesamtpool 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
14 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
15 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
16 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
17 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
18 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
19 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
20 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
21 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108
22 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
23 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
24 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144

Gesamtpool 2 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
37 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156
38 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168
39 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180
40 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192
41 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204
42 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216
43 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228
44 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240
45 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252
46 253 254 255

Tabelle 11: Das Antigen U41 besitzt ebenfalls zwei Matrizen fiir G1 und G2. Der Gesamtpools Teil 1 besteht
aus den ersten 144 Einzelpeptiden, und der Gesamtpool Teil 2 aus den restlichen 137 Einzelpeptiden. Jedes
Peptid kommt sowohl in einem der vertikalen (Subpools 1-12 und 25-36) als auch in einem der horizontalen
Subpools (Subpools 13-24 und 37-48) vor.

Gesamtpool 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12
14 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
15 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
16 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
17 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
18 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
19 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
20 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
21 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108
22 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
23 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
24 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144

Gesamtpool 2 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
37 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156
38 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168
39 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180
40 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192
41 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204
42 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216
43 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228
44 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240
45 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252
46 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264
a7 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275 276
48 277 278 279 280 281
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2.4 Antikorper und HLA/Peptid-Multimere

Tabelle 12: Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikbrper mit der Angabe des Herstellers und des genutzten

Verdiinnungsfaktors fiir durchflusszytometrische Férbungen (zum Protokoll 3.2.1).

Spezifitat Kilon Fluorochrom Hersteller Stock Ver-
[ug/ml] diinnung
CD3 HIT3a PE-Cy5 BD Pharmingen, Heidelberg 50 1:100
CD3 HIT3a Alexa 700 Biolegend, San Diego (USA) 500 1:100
cD4 RPA-T4 PE Pharmingen, Heidelberg 12,5 1:100
CD4 RPA-T4  ALEXA 488 Biolegend, San Diego (USA) 100 1:100
CD4 BW FITC Miltenyi  Biotec, Bergisch- 100 1:100
135/80 Gladbach
CD8 RPA-T8 APC Biolegend, San Diego (USA) 200 1:250
CD8 RPA-T8 APC/H7 Biolegend, San Diego (USA) 200 1:100
CD8 RPA-T8 APC Biolegend, San Diego (USA) 200 1:100
CD14 HCD14 FITC Biolegend, San Diego (USA) 400 1:100
CD27 M-T271 APC Biolegend, San Diego (USA) 50 1:50
CD28 CD28.2 PE-Cy5 Biolegend, San Diego (USA) 100 1:100
CD45 RA HI100 Pacific Blue Biolegend, San Diego (USA) 25 1:50
CD57 HNK-1 Pacific Blue Biolegend, San Diego (USA) 50 1:50
CD197/CCR7  GO043H7 PE-Cy7 Biolegend, San Diego (USA) 400 1:100
HLA-DP B7/21 ungefarbt Leinco Technologies, St.Louis 1000 10 pg/mi
(USA)
HLA-DQ SPV-L3 ungefarbt BIO-RAD, Miinchen 1000 10 pg/mi
HLA-DR L243 ungefarbt Biolegend, San Diego (USA) 1000 40 pg/mi
Zur immunomagnetischen Isolation von CD4*-T-Zellen wurden anti-human-CD4-

MicroBeads (Herstellernummer 130-045-201) verwendet und von der Firma Miltenyi Biotec

(Bergisch-Gladbach) bezogen.
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Tabelle 13: Die verwendeten HLA-B*08:01-Monomere mit ihren gebundenen Peptidsequenzen wurden von

der Firma Immudex (Dénemark) hergestellt.

Peptidsequenz  HLA-Klasse-I Konjugat Hersteller Ver-
diinnung
DFK SKY LTL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
EAR RRL AEM HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
EGR ERI LTV HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
EFK SKY LTL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
EFK SKF STL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
EMR LRM IL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
FEK ERF LFL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
ILY GPLT RI HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
LLC GNL LIL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
MAR EKN DL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
NVK HKK NPL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
QTR QKF HL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
RAK FKQ LL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
SPR SRL QQL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
TNK IKE QL HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl
VVK GKV LSI HLA-B*08:01 PE Immudex, Kopenhagen (Danemark) 0,5 pl

2.5 Reagenzien

Tabelle 14: Verwendete Chemikalien, Reagenzien, Enzyme und Puffer.

Artikel Spezifikation Hersteller

Agarose je nach Anwendungszweck Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf

Ampicillin Einsatz 30 pug/ml in Agarplatten Carl Roth, Karlsruhe

Aqua ad iniectabilia

verschiedene Verwendungen

Berlin-Chemie, Berlin

Dimethylsulfoxid (DMSO)

299.8 % p.a.

Carl Roth, Karlsruhe

DNA-GroRenstandard

100 bp, 1 kb

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Einfriermedium

50 % (v/v) FCS 40 % (v/v) Medium
10 % (v/v) DMSO

frisch hergestellt
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ELISA pNPP-Substrat
(5x)

5 mg/ml p-NPP, 0,5 mM MgCly,
50 % Diethanolamin pH 9,5

selbst hergestellt

ELISA Waschpuffer

0.05 % Tween 20 in 1x PBS

frisch hergestellt

Ethanol

>99.8 % p.a., Einsatz 35% in Wasser
fur ELISpot-Plattenaktivierung

Carl Roth, Karlsruhe

Ethidiumbromid

gebrauchsfertig

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

FACS Clean

gebrauchsfertig

BD Biosciences, Heidelberg

FACS Fixierlosung

2 % Paraformaldehyd in 1 x PBS

frisch hergestellt

FACS Flow gebrauchsfertig BD Biosciences, Heidelberg

FACS Puffer 2% FCSin1xPBS frisch hergestellt

HCI 32% Merck, Darmstadt

Heparin-Natrium 5,000 IE/ml Rotexmedica, Trittau

lonomycin-Kalziumsalz gebrauchsfertig Tocris Bioscience, Bristol
(Vereinigtes Konigreich)

Isopropanol 299.9 % p.a. Carl Roth, Karlsruhe

Kompensationsbeads, gebrauchsfertig BD Biosciences, Heidelberg

anti-mouse

Magnesiumsulfat 25 mM Thermo Fisher Scientific, Waltham

(MgSOy4) (USA)

Natriumhydroxid (NaOH) =99 % p.a. Carl Roth, Karlsruhe

Pancoll 1.077 g/ml PAN Biotech, Aidenbach

para-Nitrophenyl- gebrauchsfertig Carl Roth, Karlsruhe

phosphat (pNPP)

para-Nitrophenyl- 5 x (50 % Diethanolamin und 5 mg/ml  frisch hergestellt oder

phosphat (pNPP) pNPP in sterilem Wasser bei pH 9,5) gelagert bei -20°C

Formaldehyd (PFA)

gebrauchsfertig

Carl Roth, Karlsruhe

PBS Dulbecco (ohne Mg** 1 x gel6st Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
und Ca?*)

PBS Dulbecco (ohne Mg** 10 x, fest AppliChem, Darmstadt

und Ca?*)

PCR Reagenzien gebrauchsfertig MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Tetradecanoylphorbol gebrauchsfertig Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
acetate (TPA)

Tris/HCI 1™ Carl Roth, Karlsruhe
Trypanblau 0,2 % Trypanblau in PBS mit 0,1 % Merck, Darmstadt

Natriumazid gel6st

Tiirksche Losung

gebrauchsfertig

Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)

Tween 20

gebrauchsfertig

Carl Roth, Karlsruhe
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2.6 Zellkulturreagenzien

Tabelle 15: Speziell fiir die Kultivierung von humanen Zellen verwendete Reagenzien.

Name Anwendung Hersteller Referenznr. /
LOT-Nummer
DMEM Zellkulturmedium flr Life Technologies, Paisley  41966-029/
adharente Zellen (Vereinigtes Konigreich) verschiedene
Fetales Kilberserum Nahrstoff fir Zellkultur Anprotec, Bruckberg AC-SM-0143/
AN-18537
Fetales Kalberserum Nahrstoff fir Zellkultur Sigma-Aldrich, St. Louis F7524/
(USA) BCBT7617
Fetales Kalberserum Nahrstoff fir Zellkultur Bio&Sell, Feucht / FCS.SAM.0500/
Nirnberg BS225160.5
Humanserum (off-the-  Nahrstoff fiir Zellkultur PAN Biotech, Aidenbach P40-2701/
clot, AB, male) P-020317
Opti-MEM Zellkulturmedium far Life Technologies, Paisley ~ 31985-047/
Transfektion (Vereinigtes Konigreich) verschiedene
Penicillin (10000 U/ml)  Antibiotikum Life Technologies, Paisley ~ 15140-122/

| Streptomycin
(10000 mg/pl)

(Vereinigtes Konigreich)

verschiedene

RPMI 1640 Zellkulturmedium fir humane Life Technologies, Paisley =~ 21875-034/
Zellen (Vereinigtes Konigreich) verschiedene

Natriumselenit essenzielles Spurenelement  Fisher Scientific, Goteborg 11492021

(100 mM, sterilfiltriert) fir Zellkulturmedium (Schweden)

Trypsin-EDTA Ablésen von adharenten Life Technologies, Paisley =~ 25300-54/

(0,05 %) Zellen (Vereinigtes Konigreich) verschiedene

Tabelle 16: Zytokine, die fiir die Kultivierung von einzelnen Zellpopulationen notwendig sind.

Artikel

Anwendung

Hersteller

Rekombinantes humanes IL-2

(Proleukin® S)

Kultivierung von T-Zellen

Novartis, Basel (Schweiz)

Rekombinantes humanes IL-4

Kultivierung von BBL

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

Rekombinates IFN-y

Erhéhung der MHC-Expression

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach
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2.7 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 17: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien.

Artikel

Spezifikation

Hersteller

Einmalkiivetten

Elektroporation, 0,4 cm

Bio-Rad, Miinchen

Einmalspritzen

steril, 1 ml oder 5 ml

B. Braun, Melsungen

FACS-Rohrchen

Falcon, 5 ml

BD Biosciences, Heidelberg

Filtereinheit fiir Spritze

0,45 ym

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Flachbodenplatten

6-, 12-, 24-, 48- oder 96-well

BD Falcon, Heidelberg

Kaniilen Multifly, 21G, 240 mm Sarstedt, Niimbrecht

Kryoréhrchen 1,8 ml NUNC, Wiesbaden

MACS Séaulen LS oder MS Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Galdbach

MaxiSorp ELISA- 96-well NUNC, Wiesbaden

Platten

MultiScreen-HA
ELISpot-Platten

96-well, Cellulose-Membran

Millipore, Schwalbach

MultiScreen-IP
ELISpot-Platten

96-well, PVDF-Membran

Millipore, Schwalbach

Pasteurpipetten

3,2 ml, steril

Carl Roth, Karlsruhe

Pipettenspitzen

Diamond Tower Pack, 2-200 pl

oder 100-1000 pl

Gilson Inc., Middleton (USA)

Pipettenspitzen

epT.l.P.S. Reloads 0,1-10 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen,
gestopft

10 pl, 20 pl, 200 pl oder 1000 pl

Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf

Plastikpipetten

5 ml, 10 ml oder 25 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Reagenzienreservoir

Costar, 50 ml

Corning Inc., Corning (USA)

Reaktionsgefille

0,5, 1,5 oder 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg

Spritze

Infuject, 50 ml

Dispomed Witt oHG, Gelnhausen

Zahlkammer

Neubauer Improved

NanoENTek, Seoul (Stdkorea)

Zellkulturflaschen

25, 75 oder 175 cm?

NUNC, Wiesbaden

Zellkulturplatte

96-well, rund

NUNC, Wiesbaden

Zellkulturplatte

96-well, spitz

Hartenstein, Wirzburg

Zellsieb

100 ym

BD Biosciences, Heidelberg

Zentrifugationsgefal

Falcon, 15 ml oder 50 ml

Corning Inc., Corning (USA)
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2.8 Laborausstattung

Tabelle 18: Verwendete Geréte und Laborausstattung.

Gerat

Hersteller

Bakterienschiittler iinova 4400

New Brunswick Scientific, Enfield (USA)

Bestrahlungsanlage CIX2

X-strahl, Camberley (Vereinigtes Konigreich)

Bestrahlungsanlage Gammacell 40, 137Cs

Atomic Energy of Canada Limited, Ottawa
(Kanada)

Durchflusszytometer Calibur

BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer LSR Fortessa

BD Biosciences, Heidelberg

Eismaschine AF 206

Scotsman, Milan (ltalien)

Elektroporations-Gerat GenePulser Il

BIO-RAD, Miinchen

ELISpot Reader Inmunospot S6 FluoroCore M2

Cellular Technology Limited, Cleveland (USA)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M

Zeiss, Jena

Gefrierschrank —20°C

Liebherr, Biberach an der Riss

Gefrierschrank —80°C

Igloo Green Line 830L Telstar, Terrassa (Spanien)

Geldokumentationssystem Quantum ST4-
1100/26LMX

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Gelelektrophorese Netzgerit PowerPac 200

Bio-Rad, Miinchen

Gelelektrophoresekammer

Peqlab Biotechnologie, Erlangen

Glasware

Schott, Mainz

Inkubator

Binder, Tuttlingen

Kiihlschrank 2-8 °C

Bosch, Gerlingen-Schillerhdhe

MACS MultiStand

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

MACS separator Quadro

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Magnetriihrer

Monotherm Variomag, Daytona Beach (USA)

Mikroskop (invers) Axiovert 25

Zeiss, Jena

Mikrotiterplatten-Lesegerat EL-800

BIO-TEK Instruments, Winooski (USA)

Mikrotiterplatten-Lesegerét Infinite F200 Pro

Tecan, Mannedorf (Schweiz)

Mikrotiterplatten-Waschgerit hydroSPEED

Tecan, Mannedorf (Schweiz)

Mikrowelle R-202

Sharp, Osaka (Japan)

PCR-Block Biometra T gradient

Biometra, Gottingen

PCR-Block compact

Eppendorf, Hamburg

pH-Meter pH 526

Xylem Analytics Germany, Weilheim

Pipetboy acu

Integra Biosciences, Fernwald
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Pipette Transferpette (Multikanal, 20—-200 pl)

Brand, Wertheim

Pipetten (0,1-2,0 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 200-1000
ul)

Gilson, Mettmenstetten (Schweiz)

Reinstwasseranlage

Aquintus membraPure, Hennigsdorf

Rollenmischer TRM-50

IDL, Nidderau

Sicherheitswerkbank

BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Spektralphotometer Nanodrop ND-1000

Peqlab Biotechnologie, Erlangen

UV-Transilluminator UVT 400 M

International Biotechnologies Inc., New Haven
(USA)

Vakuumpumpe

Frobel Labortechnik, Lindau

Vortex Mischer Vortex-Genie 2

Scientific Industries, Bohemia (USA)

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Zahlkammer Neubauer Improved

Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge Avanti J-26 XP

Beckman Coulter, Krefeld

Zentrifuge Heraeus Pico 21

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Zentrifuge Rotanta 46 RSC

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge Rotanta 460 R

Hettich, Tuttlingen

Zentrifuge Rotina 38 R

Hettich, Tuttlingen

2.9 Kommerzielle Kits

Tabelle 19: Kommerziell erworbene Kits.

Artikel

Hersteller

ELISA Assay fir humanes Granzym B

MABTECH, Nacka Strand (Schweden)

ELISA Assay fir humanes Interleukin-10

MABTECH, Nacka Strand (Schweden)

ELISA Assay fir humanes Interferon-y

MABTECH, Nacka Strand (Schweden)

ELISA Assay fir humanes TNF-a

MABTECH, Nacka Strand (Schweden)

ELISpot fiir humanes Interferon-y

MABTECH, Nacka Strand (Schweden)

ELISpot-Entwickler (AP Conjugate Substrate
Kit)

BIO-RAD Laboratories, Miinchen

Endofree PlasmidMAXI-Kit

Qiagen, Hilden

Rneasy Mini RNA-Isolationskit

Qiagen, Hilden

HiPure Plasmid Maxiprep Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
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2.10 Software und Dienstleitungen

Tabelle 20: Fiir diese Arbeit benutzte Software.

Name Version Anwendung Hersteller

BD FACSDiva 8.0.1 Software des Durchflusszytometers BD Biosciences, Heidelberg

EndNote X9.3.3 Literaturmanagement Clarivate, Boston (USA)

FlowJo 10.5.3 Analyse der durchflusszytometrischen TreeStar Inc., Ashland (USA)
Daten

i-control 1.10 ELISA Messung Tecan, Mannedorf (Schweiz)

Immunospot 5.1.36 Auszahlung und Analyse der ELISpot- Cellular Technology Limited,

DC Professional Platten Cleveland (USA)

KC4 2.7 ELISA Messung BioTek, Winooski (USA)

MacVector 14.5.3 Nukleotid- und Proteinsequenzanalyse MacVector Inc., Cary (USA)
und Alignment

Microsoft Excel 15.32 Datenauswertung Microsoft, Redmond (USA)

Microsoft 15.32 Abbildungen Microsoft, Redmond (USA)

PowerPoint

Microsoft Word 16.16.27  Verfassen dieser Arbeit Microsoft, Redmond (USA)

Prism 9.2 Datenanalyse und Darstellung GraphPad Software, La Jolla

(USA)

Neben frischen Blutproben wurden PBMCs auch aus sogenannten Buffy Coats isoliert, der
500-ml-Standard-Blutspenden far

Transfusionszwecke. Solche Buffy Coats wurden in anonymisierter Form (teils HLA-

angereicherten Lymphozytenfraktion aus
Klasse-I typisiert) vom Institut fir Transfusionsmedizin der Universitat Ulm bezogen.

Die serologische Bestimmung von Antikérpern gegen persistierende Viren (EBV, CMV,
BKV, HHV-6) wurde in der Regel mit EDTA-Plasma vorgenommen und am Max-von-
Pettenkofer-Institut (Minchen) durchgefuhrt.

Die hochauflésende HLA-Typisierung aus Vollblut, isolieten PBMCs oder etablierten
Zelllinien von Blutspendern erfolgte am ,Zentrum fir Humangenetik und
Laboratoriumsdiagnostik, Dr. Klein, Dr. Rost und Kollegen® (Martinsried).

Die Sanger-DNA-Sequenzierung von gereinigten PCR-Produkten wurde von Eurofins

Genomics (Ebersberg) durchgefiihrt.
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3 Methoden

3.1 Praparation und Kultur von Zellen

3.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien und T-Zellklone wurden in einem
Inkubator (Binder) bei 37°C, 5 % CO2und unter einer befeuchteten Atmosphare kultiviert.
Die Zellen wurden nur unter Benutzung von sterilen Materialien in Sicherheitswerkbanken
der Klasse 2 bearbeitet.

Um die Zellen zu waschen oder aufzukonzentrieren wurden sie fur 10 min bei
Raumtemperatur und 300 x g zentrifugiert.

Suspensionszellen wurden in RPMI 1640 (high glutamine) mit 7,5 % fétalem Kalberserum
(FCS), 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, und 100 nM Natriumselenit als
Standardmedium gehalten (siehe 2.6) und je nach Art der Kultur wurden Zytokine und
Hilfsstoffe zugegeben wie weiter unten erlautert. Fir die Kultivierung von Primarzellen wie
beispielsweise T-Zelllinien oder T-Zellklonen wurde zusatzlich 250 uyg Amphotericin B
zugegeben, um Hefen und mehrzelligen Pilze zu abzutéten.

Adharente Zellen wurden in DMEM-Medium mit den oben beschriebenen Zusatzen, ohne
Amphotericin B, kultiviert. Zum Ablésen adharenter Zellen wurde das Medium entfernt und
die Zellkulturflasche einmal mit PBS gespult. Durch die Behandlung mit 0,05 % Trypsin /
0,02 % EDTA in PBS fur 5 min bei 37°C wurden die Zellen abgeldst, einmal mit Medium

(mit Serum) gewaschen und anteilig in Vollmedium weiterkultiviert.

3.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl und zur Unterscheidung lebender und toter Zellen wurden
diese mit Trypanblau versetzt. Tote Zellen nehmen diesen Farbstoff auf und erscheinen
unter dem Mikroskop dunkelblau. Lebende Zellen dagegen bleiben aufgrund ihrer intakten
Zellmembran ungefarbt, da hier kein Trypanblau in die Zelle gelangen kann, und

erscheinen im mikroskopischen Bild somit hell leuchtend.

Es wurden 10 pl einer Zellsuspension mit 10 pl der Trypanlésung (0,2 % Trypanblau in
PBS mit 0,1 % Natriumazid) vermischt und diese Mischung zum Fullen einer Neubauer-

Zahlkammer verwendet.
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Ein Zahlgitter dieser Kammer besteht aus 4 GroRquadraten mit je 16 Kleinquadraten. Das
Volumen eines GroRquadrates entspricht 0,1 mm?. Die Zelldichte (Zellzahl pro Volumen)
der Zellsuspension vor der Verdinnung mit der Trypanblauldsung berechnet sich mit

folgender Formel: Zellzahl/ml = gezéhlte Zellzahl/pro Grolquadrat x 2 x 10*

3.1.3 Kryokonservierung lebender Zellen

Zur Kryokonservierung lebender menschlicher und tierischer Zellen wurden diese zuerst
fur 10 min bei Raumtemperatur und 300 x g abzentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml
kaltem Einfriermedium (bestehend aus 50 % Standardmedium, 40 % fétalem Kalberserum
und 10 % DMSO) resuspendiert und in ein vorgekuhltes 1,8-ml-Einfrierréhrchen Gberfihrt.
Die eingefrorenen Zellen wurden zuerst in einen - 80°C Gefrierschrank und schlief3lich in
Lagertanks mit flissigem Stickstoff zur dauerhaften Lagerung in der Gasphase Uberflhrt.
Zum Auftauen der Zellen wurden diese mit mindestens auf Raumtemperatur
vorgewarmtem Medium resuspendiert (mindestens 20 ml je Aliquot), zum Waschen
zentrifugiert und das Pellet (je nach Zellart entsprechend) in neuem Medium mit den
jeweiligen Zusatzen aufgenommen und in Kultur genommen oder anderweitig verarbeitet

wie angegeben.

3.1.4 Etablierung von CD40-aktivierten B-Blasten

Die Herstellung von CD40-aktivierte B-Blasten (BBL) aus primaren B-Zellen erfolgte unter
Verwendung von CD40-Ligand-exprimierenden Mausfibroblasten (LL8) wie beschrieben
(Wiesner et al. 2008; Rancan et al. 2015). Diese Stimulatorzellen wurden mit 180 Gy
bestrahlt (Réntgenanlage XStrahl mit 0.5-mm-Kupferfilter und den Einstellungen 195 kV,
15 mA, 30 cm Abstand zur Quelle, ca. 2,4 Gy/min). Dann wurden je 1 Mio. Zellen je Platte
in 12-well, 24-well, 48-well oder 96-well-Flachbodenplatten ausplattiert und innerhalb einer
Woche zur Weiterkultivierung der BBL verwendet.

CDA40L-stimulierte B-Blasten wurden aus PBMCs generiert, indem in mehreren Replikaten
je 2,5x10% 5x 10* oder 1 x 10° PBMCs in einer Vertiefung einer 96-well-Flachbodenplatte
mit CD40L-Zellen kokultiviert wurden. Die Replikate wurden getrennt weiter kultiviert,
indem die Kulturen wochentlich auf neue, d.h. maximal eine Woche alte
Stimulatorzellplatten Uberflhrt wurden. Entsprechend der Wachstumsgeschwindigkeit der

Zellen wurde das Kulturvolumen vom 96-well-Format auf ein 48-, 24- und schliel3lich 12-



Methoden 44

well-Format erhéht. Das Medium wurde stets mit IL-4 (2 ng/ml) und fir die ersten ca. 4-
5 Wochen zusétzlich mit Cyclosporin A (1 pg/ml) versetzt.

Die BBL-Kulturen wurden nach diesem Zeitraum mittels PCR (siehe 3.4.3) auf EBV
getestet. Nur EBV-negative Kulturen wurden weiterverwendet. Diese wurden wochentlich
auf neue 12-well-Platten mit frischen CD40L-Zellen Uberfuhrt und dabei 2-4-fach
expandiert. Die LL8-Stimulatorzellen wurden parallel dazu in einer 175-cm?-Flasche in
30 ml Medium gehalten. Alle sieben Tage wurde die Zellschicht mit PBS gewaschen und
mit Trypsin/EDTA durch 5-min(tige Inkubation bei 37°C von dem Flaschenboden abgelost
und nach einer 1/25-Verdinnung der Zellen wurden diese in einer neuen Flasche in RPMI-
1640-Standardmedium weiterkultiviert. Die verbliebenen Zellen wurden wie bereits oben

beschrieben bestrahlt und ausplattiert.

3.1.5 Aufarbeitung und Lagerung von Patientenmaterial

Die in Rahmen dieser Arbeit verwendeten Nabelschnurblutproben wurden durch die
freundliche Unterstitzung der Schwestern, Hebammen und Arzte der Klinik und Poliklinik
fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe des Universitatsklinikums GroRhadern, der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen unter Aufsicht des Oberarztes Prof. Dr. med. Christoph
Hlbener enthommen. Blutproben von Patienten nach allogener Stammzelltransplantation
wurden freundlicherweise in der Medizinischen Klinik und Poliklinik Il des
Universitatsklinikums GroRhadern der LMU Munchen in der José-Carreras-
Transplantationseinheit unter Leitung der Oberéarztin PD Dr. med. Johanna Tischer
gesammelt.

Der Verwendung dieses Materials fur das Forschungsprojekt wurde durch die
Ethikkommission bei der Medizinischen Fakultat der LMU Minchen zugestimmt (Projekt-
Nr. 17-455, Bescheid vom 16.10.2017).

Das Nabelschnurblut wurde direkt nach Abnabelung durch Punktion der Nabelvene
gewonnen und bei Raumtemperatur flr bis zu 5 h in heparinisierten Spritzen gelagert.
Ebenso wurde den Patienten Blut abgenommen und dieses ebenfalls in Spritzen, die
Heparin enthielten, bei Raumtemperatur fur bis zu 5 h zwischengelagert, bis die peripheren

mononuklearen Zellen daraus gewonnen wurden.
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3.1.6 Isolierung von peripheren mononuklearen Zellen aus Vollblut

Periphere mononukledre Zellen (PBMCs) wurden aus Blutabnahmen von freiwilligen,
erwachsenen Spendern oder Patienten des Klinikums Grof3hadern oder aus Leukozyten-
Konzentraten (Buffy coats) anonymer freiwilliger Blutspender mittels eines
Dichtegradientenzentrifugationsschrittes isoliert. Mononukleare Zellen aus
Nabelschnurblut wurden in gleicher Weise aufgereinigt wie PBMCs aus Blutabnahmen.
Buffy Coats wurden aus der Transfusionsmedizin der Universitdt Ulm bezogen, sie
enthalten die Mehrzahl der mononukledren Zellen aus 500-ml-Blutspenden sowie
residuale Erythrozyten, suspendiert in einem Volumen von etwa 30 ml.

Fir die Aufreinigung der mononuklearen Zellen wurde das Blut 1:1 mit 1 x PBS verdinnt.
Die Buffy Coats wurden, da diese die PBMCs in hdéherer Konzentration enthalten, bis zu
5:1 mit 1 x PBS verdunnt. In einem 50 ml Reaktionsgefald wurden dann 35 ml verdiinntes
Blut vorgelegt und mit 12 ml Ficoll-Lésung der Dichte 1,077 g/ml vorsichtig unterschichtet.
AnschlieRend wurde das Blut bei Raumtemperatur fir 30 min bei 1 000 x g zentrifugiert,
hierbei wurde die jeweils niedrigste Beschleunigungsstufe fir das Anlaufen und auch das
Abbremsen der Zentrifuge ausgewahlt. Durch diesen Zentrifugationsschritt trennen sich
die Blutbestandteile nach ihrer Dichte auf, sodass sich ganz unten im Reaktionsgefal} die
Erythrozytenschicht befindet. Dartber liegt die Ficoll-Schicht, auf deren Oberflache eine
weil3liche Schicht aus PBMCs schwimmt und an die leicht gelbliche Plasmaschicht grenzt,

welche sich in der oberen Halfte des Reaktionsgefales befindet (siehe Abbildung 3).

Plasma —— -
+ Ficoll =
0 —- |\ MIphOZYtenring -
\ Zentrifugation »
@ Ficoll =
\ Erythrozyten o/

Abbildung 3: Arbeitsschritte zur Isolierung von PBMCs aus Vollblut. Zuerst wird Blut eines Spenders
entnommen. Dieses wird mit Ficoll unterschichtet und zentrifugiert. Dadurch trennt sich das Vollblut in mehrere
Schichten auf: Das fast klare Plasma, das u.a. Antikérper enthélt, der weillliche Lymphozytenring, das restliche
Ficoll und eine pelletartige, abgesunkene Schicht aus Erythrozyten. Im letzten Schritt wird der
Lymphozytenring, der die benétigten PBMCs enthélt, vorsichtig mittels einer Pipette entnommen. Erstellt mit

BioRender.com.

Nachdem etwa 15 ml der Plasmaschicht abgenommen und verworfen oder fir weitere

Analysen in ein neues Gefal} uberfuhrt wurde, wurden die PBMCs vorsichtig mittels einer
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10-ml-Pipette von der Oberflache der Ficoll-Schicht abgesaugt und in ein neues 50-ml-
Gefal uberflhrt. Hier wurden sie um das mindestens 5-fache mit 1 x PBS verdunnt (zur
Erniedrigung der Dichte der Flussigkeit), um so ein Abzentrifugieren der PBMCs zu
ermdglichen und restliches Ficoll sowie Thrombozyten zu entfernen. Hierfur wurden die so
verdunnten Zellen nochmals zentrifugiert, nun aber bei 8 min, 300 x g, Raumtemperatur
und sowohl voller Starke bei Beschleunigung und Abbremsen der Zentrifuge. Dieser
Waschschritt wurde abhangig von der Reinheit der gewonnenen PBMCs bis zu finfmal
wiederholt. Die Anzahl der so gewonnenen PBMCs wurde im Anschluss mittels einer
,Neubauer Improved“-Zahlkammer und einer 0,5 % Trypanblaulésung ermittelt, wie unter
3.1.2 beschrieben.

3.1.7 Generierung von polyklonalen T-Zelllinien

Kryokonservierte oder gerade aus Vollblut isolierte PBMCs HHV-6-positiver gesunder
Spender dienten als Quelle fir T-Zellen. Durch die wiederholte Stimulation mit autologen,
mit HHV-6B Peptiden beladene CD40-stimulierte B-Zellen (B-Blasten, BBL) wurden
polyklonale T-Zelllinien hergestellt (Wiesner et al. 2008). Hierzu wurde an Tag 0 die Halfte
der aufgetauten oder frisch isolierten PBMCs mit Peptiden beladen (Konzentration der
Peptide 1 pg/ml, 2 h, 37°C). Daraufhin wurden die mit Peptid inkubierten Zellen mit
1 x PBS mindestens dreimal gewaschen, um ungebundenes Peptid zu entfernen und mit
nicht peptidgeladenen PBMCs im Verhaltnis von 1:1 in einer 12-well-Platte 5 x 10° pro well
ausgesat.

Nach zehn Tagen Inkubation fand die erste Restimulation statt. Hierfur wurden die Zellen
aus der Platte geerntet, gezahlt und mit bestrahlten (60 Gy), autologen und mit
entsprechenden Peptiden beladenen CD40-aktivierten B-Zellen in eine neue 12-well-Platte
uberfuhrt wurden. Dabei wurde ein Effektor-zu-Stimulator Verhaltnis von 4 zu 1 eingestellt
und als Wachstumsfaktor das Zytokin Interleukin-2 (IL-2) in einer Konzentration von
10 U/ml hinzugegeben. Die Konzentration von IL-2 wurde in den folgenden
Restimulationen wochentlich auf 20, 50 und schlie3lich 100 U/ml in Woche 3 erhéht.

Bis zur dritten Restimulationsrunde wurde auferdem in manchen Ansatzen, wenn
angegeben, ein entsprechend dem HLA-Typ des Spenders ausgewahltes EBV- bzw. CMV-
Helferpeptid hinzugegeben. Da diese EBV- bzw. CMV-spezifischen T-Zellen haufiger im
Blut nachzuweisen sind als HHV-6-spezifische T-Zellen, sollte durch die voribergehende
gleichzeitige Stimulation von EBV-und CMV-spezifischen T-Zellen das Zytokinmilieu in der
Zellkultur optimiert werden und somit die Proliferation seltener HHV-6-spezifischer T-Zellen
verbessert werden (Schub, Dissertation 2009; Martin, Dissertation 2013).
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3.1.8 Einzelzellklonierung aus polyklonalen T-Zelllinien

Zur Gewinnung von T-Zellklonen wurden polyklonale antigenspezifische T-Zelllinien nach
der mehrwdchigen in vitro Stimulation (siehe 3.1.7) einer limitierenden Verdinnungen
unterzogen (Schub et al. 2009). Hierfur wurden T-Zellen in hoher Verdiinnung auf 96-well-
Rundbodenplatten verteilt (durchschnittlich 0,7 oder 2,5 T-Zellen je ,well*), in 200 pl je well
einer 96-Rundbodenplatte zusammen mit einem Feeder-Mix ausplattiert. Letzterer bestand
aus 0,1x10%/ml bestrahlten (60 Gy) mdglichst autologen oder zumindest in Bezug auf das
betreffende HLA-Molekiil (ibereinstimmender mLCLs oder BBL sowie aus 1,5x10%ml
bestrahlten (60 Gy) allogenen PBMCs, die von mindestens drei verschiedenen Spendern
stammten. Das Standardmedium (siehe 3.1.1) wurde fiur die Etablierung und Kultivierung
von T-Zellklonen mit dem Wachstumsfaktor IL-2 (1000 U/ml) supplementiert.

Auswachsende T-Zell-Klone wurden zunachst nach zwei bis drei Wochen, danach dann
regelmalig alle zwei Wochen mit einem Feedermix gleicher Zusammensetzung
restimuliert und nach individuell vorhandener T-Zellzahl expandiert. Jeweils eine Woche
nach dem letzten Ausplattieren (Erstansatz oder Restimulation) wurde die Halfte (100 pl je
well) des uberstehenden Mediums abgenommen und verworfen und je 100 ul frisches
Standardmedium mit zugesetztem IL-2 (1000 U/ml) zugegeben. Etwa vier bis funf Wochen
nach der limitierenden Verdinnung wurden die T-Zell-Klone erstmals mittels
Peptidbibliotheken (Abschnitt 3.2.5) auf ihre Epitopspezifitat im ELISA (siehe 3.2.3) und im
Durchflusszytometer (siehe 3.2.1) analysiert. Die phanotypische Analyse der Expression
von CD4, CD3, CD8 ergab bereits einen ersten Hinweis auf die durchschnittliche Klonalitat

der nach der limitierenden Verdunnung auswachsenden T-Zellkulturen.

3.1.9 Transfektion von humanen Zellen mit Plasmid-DNA

Far die Herstellung von HLA-transgenen Zellen zur Analyse der HLA-Restriktion von T-
Zellklonen wurden Zellen der Burkitt-Lymphomlinie DG-75 mit HLA-codierenden
Plasmiden durch Elektroporation transient transfiziert. DG-75-Zellen wurden gesammelt,
einmal in RPMI 1640 Medium ohne Zusatze und einmal in OptiMEM (einem serumfreien
Medium) gewaschen. Die Zellen wurden dann in einer Konzentration von 16,67 x 10°
Zellen/ml in OptiMEM suspendiert. Von dieser Suspension wurden 0,3 ml zusammen mit
10 pg Plasmid-DNA in einem 1,5 ml Reaktionsgefald zusammengefihrt und dann in eine
,Gene Pulser‘-Klvette gegeben wurden mit 0,4 mm Spaltbreite gegeben.

Als negative Elektroporationskontrolle diente der gleiche Ansatz mit Zellen und OptiMEM,

jedoch mit TE-Puffer anstelle von Plasmid-DNA und als Positivkontrolle 10 yg GFP-
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Plasmid-DNA (MP71Gpre). Die Kuvette wurde zwischen die beiden Kontakte eines
GenePulser Il platziert und die Zellen mit einer Spannung von 230 V unter Verwendung
von 975 uF elektroporiert. Die Zellsuspension wurde sofort in 1 ml vorgewarmtem FCS
aufgenommen und in ein ,well* einer 12-well-Platte gegeben, in der sich bereits 2 ml
Medium (Standardmedium) befanden. Nach einer Inkubation tUber Nacht bei 37°C wurde
die GFP-Expression der Positivkontrolle am Fluoreszenzmikroskop Uberprift. Bei
Anwesenheit einer erheblichen Zahl von GFP-positiven Zellen (nach Augenschein 250%)
wurde eine erfolgreiche Transfektion angenommen und die parallel dazu HLA-
transfizierten Zellen wurden zur Bestimmung der HLA-Restriktion eines T-Zellklons in
einem IFN-y-ELISA verwendet (siehe 3.2.3).
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3.2 Analyse von Immunzellen

3.2.1 Phanotypische Analyse von Zellen mittels Durchflusszytometrie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Durchflusszytometrie (FACS, ,fluorescence-activated cell
sorting“) verwendet, um poly- und monoklonale T-Zellen hinsichtlich Phanotyps (T-Zell-
Typen, Differenzierung, Homogenitat) oder Spezifitdt (Multimerfarbung) zu
charakterisieren. Hierbei wurden primare, kryokonservierte oder in Kultur befindliche Zellen
gleichzeitig mit mehreren Fluorenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern oder HLA/Peptid-
Multimeren angefarbt und dann im Zytometer analysiert.

Pro Messung wurden, sofern nicht anders angegeben, 0,3 Mio. Zellen in Medium einmal
bei Raumtemperatur zentrifugiert (1000 x g, 5 min) und der Uberstand wurde verworfen.
Die pelletierten Zellen wurden dann in 50 yl kaltem FACS-Puffer (2 % FCS in 1 x PBS)
resuspendiert. Zur Farbung wurden die Zellen dann mit den jeweiligen
fluorochrommarkierten Antikérpern fir 20 min bei 4°C inkubiert, um unterschiedliche
Oberflachenantigene messen zu kdnnen. AnschlieRend wurden die gefarbten Zellen
zweimal in 1 ml FACS-Puffer gewaschen, jeweils mit Zentrifugation bei 1000 x g, 5 min.
Zum Schluss wurden die Zellen in 0,2 ml FACS-Puffer geldst, falls sie sofort gemessen
werden sollten. Im Falle einer spateren Messung wurden die Zellen nach dem Waschen
fixiert, indem sie in FACS-Puffer mit 1 % (v/v) Formaldehyd (stabilisiert) resuspendiert
wurden. Die fixierten Zellen konnten vor der FACS-Analyse bei 4°C bis zu 7 Tage gelagert
werden.

Die gefarbten Zellen wurden an einem BD Biosciences FACS Calibur oder LSR Fortessa
Durchflusszytometer analysiert. Die weitere Auswertung erfolgte mittels der FlowJo
Software. Lebensfahige Lymphozyten wurden hierbei nach ihrer charakteristischen
Position im Punktdiagramm der Vorwarts-/Seitwartsstreuung (FSC/SSC) eingegrenzt. Die
Achsen der Dot-Plot-Diagramme in dieser Arbeit wurden biexponentiell skaliert und
umfassen fiir die verschiedenen Fluoreszenzparameter meist einen Bereich von -10° bis
10° arbitraren Einheiten der Fluoreszenzintensitat. Fir die Streuungsparameter FSC und
SSC wurden Intensitdten von 0 bis 260.000 auf einer linearen Skala abgebildet. Die
Pseudofarben-Punktdiagramme zeigen eine zunehmende Zellzahl pro Flache durch
unterschiedliche Farben an, der von blau (niedrige Zahl) tber griin, gelb und orange bis
rot (hohe Zahl) reicht.
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3.2.2 Magnetische Separation von Zellpopulationen

Um eine gewunschte Zellpopulation aus PBMCs zu isolieren, wurde eine magnetische
Zellseparation durchgefuhrt (,magnetic activated cell sorting“, MACS). Diese Methode der
Firma Miltenyi beruht auf der Markierung von Oberflachenmarkern, die spezifisch fur
bestimmte Zellpopulationen sind, mit spezifischen monoklonalen Antikérpern, die an
superparamagnetische Partikeln mit einem Durchmesser von ca. 50 nm gekoppelt sind.
Zur Separation wird eine mit einer paramagnetischen Matrix ausgekleidete Saule, die sich
in einem starken Magnetfeld befindet, verwendet. Magnetisch markierte Zellen werden an
die Saule gebunden, wahrend unmarkierte Zellen die Saule durchlaufen und die
Negativfraktion bildeten. Nach dem Entnehmen der Sdule aus dem Magnetfeld und unter
Zuhilfenahme eines Stempels konnten die Zellen mit etwas Puffer von der Saule gespilt
werden. Diese Zellen wurden als ,Positivfraktion“ weiterverwendet. Die Qualitat der
Aufreinigung wurde anschlief3end mittels Durchflusszytometrie Uberprft, indem sowohl die
Positiv- als auch die Negativfraktionen gemessen wurden.

Zum Zweck der Aufreinigung von CD4'-T-Zellen wurden die frisch isolierten oder
aufgetauten PBMCs zentrifugiert (300 x g, 10 min) und in 80 ul Puffer (2 % FCS in
1 x PBS) pro 10’ Zellen aufgenommen. Es wurden 20 ul der anti-CD4-MicroBeads pro 10’
Zellen hinzugegeben, gemischt und fur 15 min bei 4°C inkubiert. Es folgten zwei weitere
Waschschritte sowie die Aufnahme von bis zu 108 Zellen in 500 pl Puffer.

Wahrend der Waschschritte wurde bereits eine der Zellzahl entsprechende Saule mit
500 pl Puffer equilibriert, fiir bis zu 107 Zellen wurde eine MACS-S&ule des Typs MS zur
positiven Selektion verwendet. Die 500 pl Zellsuspension wurde auf die Saule gegeben
und die Saule wurde dreimal mit 1 ml Puffer gewaschen. Zur Gewinnung der positiv
markierten Zellen wurde die Sdule vom Magneten entfernt und die Zellen mit 500 pl Puffer
unter Zuhilfenahme eines Stempels eluiert. Um die Reinheit jeder Fraktion zu Gberprtfen,
wurden sie mit spezifischen Antikdrpern gefarbt und mittels Durchflusszytometrie

analysiert.

3.2.3 Quantifizierung von Zytokinen durch ELISA

Die Erkennung von Zielzellen durch Effektorzellen wie T-Zellklone und polyklonale T-
Zelllinien wurde unter anderem durch Quantifizierung freigesetzter Zytokine gemessen.
Hierfir wurde der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) verwendet. Die
Effektorzellen wurden mit Zielzellen (mit Peptiden gepulste BBL oder infizierte CD4*-T-

Zellen) in verschiedenen Konzentrationen fur 16-18 Stunden in 200 pl Standardmedium
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pro well in 96-well V-Boden Platten bei 37°C zusammen kultiviert. Hierbei wurden meistens
Duplikate der einzelnen Konditionen verwendet. Als Positivkontrolle fir die IFN-y-Sekretion
wurden Effektorzellen gleichzeitig mit 50 ng/ml Tetradecanoylphorbolacetat (TPA) und 0,5
MM lonomycin (lono) stimuliert. Als Negativkontrolle dienten Effektorzellen, die nur mit
Standardmedium inkubiert wurden.

Um Zytokine (IFN-y, TNF-a) oder Granzym B (GraB) quantifizieren zu kénnen, wurden
ELISA-Kits oder einzelne Antikérper von der Firma Mabtech bezogen und gemaf der
Herstellerangaben verwendet. Im Folgenden wird das Protokoll fur IFN-y genauer
beschrieben.

Stark proteinadsorbierende 96-well-ELISA-Platten (MaxiSorp Immunoplate, Nunc A/S)
wurden Uber Nacht bei 4°C mit dem ersten Antikdrper (coating Antikdrper, anti-IFN-y Klon
1-D1-K, 2 pg/ml in 1 x PBS) inkubiert, anschlieRend viermal mit je 300 yl Waschpuffer
gewaschen (0,05 % Tween 20 in 1 x PBS) und schliellich wurden freie Bindungsstellen
mit serumhaltigem Medium (7,5 % FCS, Standardmedium) fir 1 Stunde geblockt.

Nun wurden die zu analysierenden Proben (je 50 ul Zellkulturiberstand), Negativkontrollen
(nur Medium) und eine Zytokin-Standardreihe von 20 bis 20.000 pg/ml IFN-y aufgetragen
und die Platte(n) 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Uberstehende Fllssigkeit wurde
entfernt, die Platte mehrmals mit Waschpuffer gewaschen und je Vertiefung 50 pl
biotinylierter Zweit- oder Detektions-Antikérper (anti-IFN-y-Biotin, Klon 7-B6-1, 1:1000 in 1
x PBS, final 1 pg/ml) zugegeben und fur eine Stunde inkubiert. Nach Verwerfen der
Antikérperlésung und erneutem viermaligem Waschen wurde je Vertiefung 50 ul
Streptavidin-ALP zugegeben (1:1000 in 1 x PBS) und fur eine Stunde inkubiert. Die Platten
wurden wiederum viermal mit 300 ul ELISA-Waschpuffer pro Vertiefung gewaschen und je
mit 100 yl Substratidsung fiur alkalische Phosphatase (ALP) versetzt. Die ALP-
Substratldsung wurde frisch hergestellt, indem 5 x pNPP-Stammlésung (50 %
Diethanolamin und 5 mg/ml pNPP in sterilem Wasser, pH 9,5, gelagert bei -20°C) auf 1 x
Lésung mit sterilem Wasser verdinnt und als Co-Faktor von ALP MgSOs-Ldsung
hinzugefigt wurde (Stammkonzentration 200 mM, Endkonzentration 0,8 mM). ALP
katalysiert die Hydrolyse von farblosem pNPP zu gelbem para-Nitrophenol, das ein
Absorptionsmaximum bei 405 nm hat und das mit einem Spektrophotometer gemessen
wird.

Die Standardkurve zur Berechnung der Konzentration jeder Probe sowie die Berechnung
selbst wurden mit der GraphPad Prism Software unter Verwendung einer sigmoidalen
logistischen Kurvenanpassung mit vier Parametern durchgefuhrt, wobei der Wert der

Negativkontrolle als untere Asymptote der Kurvenanpassung diente.
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3.2.4 Quantifizierung reaktiver T-Zellen mittels IFN-y-ELISpot

Der ELISpot-Test (Enzyme-Linked-Immuno-Spot-Test) ist ein sehr sensitives Verfahren,
um die Zahl reaktiver Zellen quantifizieren zu kénnen. Im vorliegenden Fall wurde der
ELISpot verwendet, um antigenspezifische T-Zellen in PBMCs oder in T-Zellkulturen zu
quantifizieren. Bei virusspezifischen T-Zellen ist hierfir das Zytokin IFN-y besonders
geeignet. Im Test sezernieren die spezifischen T-Zellen nach Stimulation durch Antigene
das Zytokin, das in unmittelbarer Umgebung der Zellen in Form kleiner Flecken auf einer
Membran immobilisiert wird. Diese Flecken oder Spots kbnnen dann mittels einer Farbung
weitgehend analog zum ELISA-Verfahren sichtbar gemacht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der IFN-y-ELISpot-Kit der Firma Mabtech gemaf den
Herstellerangaben zur genauen Quantifizierung von HHV-6B-spezifischen T-Zellen
verwendet. Sofern nicht anders angegeben wurden entweder HHV-6-spezifische Peptide
(1 pg/ml) oder mit Peptiden gepulste BBL zur Stimulation von T-Zellen verwendet. Das
Gesamtvolumen pro well war 200 ul. Als Positivkontrollen wurden wie bereits in 3.2.3
beschrieben die PBMCs oder T-Zellkulturen mit pan-T-Zellaktivatoren TPA (50 ng/ml) und
lonomycin (0,5 pM) stimuliert. Als Negativkontrollen dienten die gleichen Zellen ohne
Stimulus.

Fir die meisten ELISpot-Experimente wurden ELISpot-Plattenmit einer Membran aus
PVDF (Polyvinylidendifluorid) verwendet. Diese Platten wurden im ersten Schritt mit
Ethanol aktiviert.

Die ELISpot-Platten, deren Membran aus PVDF (Polyvinylidenfluorid) bestanden, mussten
im ersten Schritt mit 35 % Ethanol aktiviert werden. Hierfir wurde die Membran fir 30
Sekunden mit 15 ul 35 % Ethanol bedeckt und nach der Zeit finfmal mit 200 ul sterilem
H>O gewaschen. Anschliefend wurde die Platte mit 50 ul je well des monoklonalen
Erstantikdrpers (anti-human IFN-y, 1-D1K, 1 pg/ml in 1 x PBS) uber Nacht bei 4°C
inkubiert.

Seltener wurden ELISpot-Platten mit einer Nitrozellulosemembran verwendet. Diese
bendtigten keinen Aktivierungsschritt und wurden direkt mit dem Erstantikorper uber Nacht
unter gleichen Bedingungen inkubiert. Die nachfolgenden Bearbeitungsschritte waren fur
beide Plattentypen identisch.

Nach dem funfmaligen Waschen mit 1 x PBS und Blocken der freien Bindungsstellen der
ELISpot-Platte mit humanserumhaltigem Medium (5 % humanes Serum in RPMI) wurden
im nachsten Schritt die Effektorzellen mit den zu testenden Antigenen (in Form von
Peptiden oder Peptid-Mixen) koinkubiert. Sofern nicht anders angegeben, wurden 0,25
Mio. PBMCs pro well eingesetzt. Im Experiment werden die Peptide von HLA-Molekilen

auf Antigen-prasentierenden Zellen gebunden. T-Zellen erkennen diese HLA/Peptid-
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Komplexe, werden aktiviert und sezernieren IFN-y, das von den an der Membran
immobilisierten Erstantikdrpern gebunden wird.

Nach einer Inkubation Uiber Nacht bei 37°C wurden Zellen und Uberstand entfernt, die
Membran mit Waschpuffer (0,05 % Tween 20 in 1 x PBS) viermal mit 300 ul gewaschen
und ein zweiter biotinylierter IFN-y Antikérper (anti-human IFN-y, 7-B6-1, 1 pg/ml in
1 x PBS) zugegeben. Nach einer Stunde Inkubation wurde viermal gewaschen und ein
Konjugat aus Streptavidin und alkalischer Phosphatase zugegeben (1 pg/ml in PBS). Es
wurde 2 h inkubiert, die Membran erneut gewaschen und mit einer Substratiésung (AP
Conjugate Substrate Kit, BIO-RAD Laboratories) inkubiert. Das Substrat BCIP/NBT (5-
Brom-4-chlor-3-indolylphosphat / Nitrotetrazolblau-chlorid) wird durch alkalische
Phosphatase gespalten und es entsteht ein tiefblauer unléslicher Farbstoff, der sich an den
entsprechenden Stellen der Membran niederschlagt und die IFN-y-Spots sichtbar macht.

Nach sichtbarer Bildung der Spots, typischerweise nach 20-30 min, wurden die Platten
unter flieRendem Leitungswasser fir 2 min gewaschen und bei Raumtemperatur
getrocknet. Die Auszahlung der Spots erfolgte am nachsten Tag mittels eines
automatisierten Lesegerates (ELISpot Reader S6 FluoroCore M2). Aus der gemessenen
Spotanzahl wurde auf die Haufigkeit spezifischer, IFN-y produzierender T-Zellen

rickgeschlossen.

3.2.5 Epitopbestimmung durch Peptidbibliotheken

Um die Epitopspezifitat von T-Zellklonen oder T-Zelllinien genauer zu bestimmen, wurden
autologe oder allogene, HLA-Ubereinstimmende BBL mit synthetischen Einzelpeptiden mit
einer Lange von 15 Aminosauren, Subpools aus mehreren Einzelpeptiden oder
Gesamtpools, die ganze Antigene abdecken, gepulst (siehe Materialliste 2.3.1).

Die BBL wurden mit einer Endkonzentration von 1 ug/ml pro 15-mer Peptid fir 1 Stunde
bei 37°C inkubiert, dann dreimal mit 1 x PBS gewaschen und in 7,5 % Standardmedium
aufgenommen.

Die peptidbeladenen BBL wurden mit den Effektorzellen in einem Verhaltnis von
10 000 : 20 000 (10 000 Effektorzellen und 20 000 Zielzellen in jeder einzelnen 96-well-
Reaktion in einem Volumen von 200 pl) in Duplikaten fir 16-18 Stunden bei 37°C in einer
96-well Platte mit V-Boden kokultiviert.

Am nachsten Tag wurde je 50 pl der Kulturen mittels eines ELISAs auf die IFN-y-Sekretion
untersucht (siehe 3.2.3).



Methoden 54

3.2.6 Bestimmung der HLA-Restriktion

T-Zellklone oder T-Zelllinien wurden mit HLA-typisierten Antigen-prasentierenden Zellen
auf drei verschiedene Arten kokultiviert, um die HLA-Klasse-I- bzw. Klasse -II -Restriktion
der T-Zellen zu bestimmen.

Bei CD8*-T-Zellklonen wurde die HLA-Klasse-I-Restriktion, bei CD4*-T-Zellklonen die
HLA-Klasse-lI-Restriktion ndher untersucht. In keinem Fall ergaben sich Hinweise auf eine
von diesem Muster abweichende, unubliche HLA-Restriktion.

Bei CD8"-T-Zell-Klonen wurde die HLA-Klasse-I-Restriktion bereits im ersten Schritt Giber
ein Panel an HLA-gepaarten sowie HLA-fehlgepaarten allogenen BBL getestet. Hierbei
wurden die T-Zellen als Effektorzellen in einem ELISA (siehe 3.2.3) verwendet und die
jeweiligen BBL mit in Frage kommenden Peptiden gepulst. Bei passender HLA-Klasse-|
Kombination wurde das Peptid prasentiert und es zeigte sich ein Signal im ELISA, bei
falschen HLA-Klasse-| Allelen konnte das Peptid nicht prasentiert werden und es gab keine
Erkennung im ELISA.

Bei CD4"-T-Zell-Klonen wurde im ersten Schritt durch blockierende Antikorper (siehe
Tabelle 12) gegen jede der drei Isoformen von HLA-Klasse-Il (HLA-DP, -DQ und -DR)
ermittelt, welche dieser Isoformen der HLA-Restriktion der T-Zelle entspricht.

Zur genaueren Ermittlung der HLA-Restriktion im zweiten Schritt wurden sowohl bei den
CD8"- als auch bei CD4"-T-Zell-Klonen Tests auf Reaktivitat gegen genau definierte HLAs
durchgefihrt. Hierfir wurden HLA-fehlgepaarte, transformierte B-Zellen transient
transfiziert (siehe auch 3.1.9) um voribergehend ein bestimmtes HLA-Klasse-I- oder HLA-
Klasse-lI-Molekil zu exprimieren und zusatzlich mit dem entsprechenden Peptid beladen.
Fir den anschlieRenden Funktionstest wurden je 20 000 T-Zellen mit 40 000 HLA-
transgenen DG-75-Zellen in 200 pl je Vertiefung in Platten mit 96 Vertiefungen (V-Boden)
in Doppel- oder Dreifachansatzen zusammengefuhrt.

Die Ansatze wurden uber Nacht bei 37°C fur 16-18 Stunden inkubiert. Die sezernierten
IFN-y-Spiegel wurden mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA, siehe
Abschnitt 3.2.3) analysiert, um die Aktivierung von T-Zellen durch Erkennung ihres

Zielpeptid/HLA-Komplexes zu quantifizieren.
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3.2.7 Messung der Zytotoxizitat von T-Zellen

Die neu etablierten T-Zellklone wurden auch auf ihre Fahigkeit hin getestet, HHV-6A/B-
oder HHV-7-infizierte CD4*-T-Zellen zu lysieren. Hierfir wurde ein ,Calcein Release
Assay“ verwendet, der eine Quantifizierung der lysierten Zellen mittels des
Fluoreszenzfarbstoffes Calcein ermdglichte. Calcein AM ist die zelldurchlassige Vorstufe
eines Farbstoffs, der sich zur Ermittlung der Zellviabilitdt in eukaryotischen Zellen eignet.
In lebenden Zellen wird das nicht-fluoreszierende Calcein AM nach der
Acetoxymethylester-Hydrolyse durch intrazellulare Esterasen in grun fluoreszierendes
Calcein umgewandelt.

Die infizierten Zellen wurden im ersten Schritt fir 30 min bei 37°C mit Calcein AM inkubiert
(Stammlésung in DMSO 1 mg/ml, Inkubationslésung 5 pg/ml in Standardmedium). Dann
wurden die gefarbten Zielzellen dreimal mit 1 x PBS gewaschen und in RPMI mit 5 % FCS
aufgenommen. Je 5000 Zellen suspendiert in 100 ul wurden in 96-well Platten mit V-Boden
vorgelegt.

In die wells wurden in unterschiedlichen Verdinnungsstufen Effektorzellen wie T-Zellklone
oder polyklonale T-Zelllinien in 100 yl Volumen hinzugegeben. Als Positivkontrolle
(Maximallyse) wurden drei wells mit 100 ul einer 5 %igen Triton X100 Losung in RPMI
versetzt. Als Negativkontrolle dienten drei wells, in die noch 100 pl RPMI-Medium mit 5 %
FCS gegeben wurde.

Nach einer kurzen Zentrifugation, um die Zellgemische in engen Kontakt zu bringen und
die Reaktion zum definierten Zeitpunkt zu starten, wurden die Platten bei 37°C fur 3,5
Stunden inkubiert. Dann wurden 100 pl des Uberstandes aus den Platten in 96 well-
Flachbodenplatten (Nunc MaxiSorp Immunoplate, Nunc A/S) Uberfiihrt. Die Messung der
Calcein-Fluoreszenz erfolgte bei 485 nm und einer 80-fachen Verstarkung an einem

Spektrophotometer (Mikrotiterplatten-Lesegerat Infinite F200 Pro, Tecan).
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3.3 Virologische Methoden

3.3.1 Propagierung von humanen Herpesviren HHV-6B

Der Virusstamm HST der Spezies HHV-6B wurden im Rahmen dieser Arbeit durch
Infektion von aus Nabelschnurblutlymphozyten hergestellten PHA-Blasten expandiert.
Hierfur wurden die aus frischem Nabelschnurblut isolierten Lymphozyten mit 5 yg/ml PHA-
M (Phytohamaglutinin M) in einer Konzentration von 1 Mio./ml in Standardmedium in einer
24-well Platte (1,5 ml/well) stimuliert, sodass sich 1,5 Mio. Lymphozythen in einem well
befanden. Nach einer dreitdgigen Inkubationsphase wurden die PHA-M-Blasten
gesammelt, zentrifugiert und gezahlt und erneut in einer Konzentration von 1 Mio./ml auf
einer 24-well Platte ausplattiert. Die Infektion erfolgte mit jeweils 230 pl pro well des vorher
ebenfalls auf Nabelschnur-PHA-Blasten passagierten und bei -80°C gelagerten HHV-6B
HST-haltigen Zellkulturiberstands. Nach etwa sieben Tagen, als der zytopathische Effekt
visuell am starksten war, wurden die infizierten Zellkulturen geerntet, die Zellen
abzentrifugiert und der Uberstand filtriert (0,45 um). Die virushaltigen Uberstéande wurden
jeweils in 1 ml aliquotiert und bei -80°C eingefroren, auf frischen PHA-Blasten

weiterpassagiert oder direkt fiir die Infektion von CD4*-T-Zellen verwendet.

3.3.2 Propagierung von HHV-7 und HHV-6A

Zur Herstellung und Vermehrung von infektiésem HHV-7 des Stamms JI wurden zuerst die
Zellen der Linie SupT1 bei einer Dichte von maximal 1 Mio./ml in Standardmedium
kultiviert. Dann wurden je 1,5 Mio. SupT1 Zellen (1 Mio./ml) in ein well einer 24-well Platte
vorgelegt. Dazu wurden im Verhaltnis 1:5 0,3 Mio. bereits vorher mit HHV-7 JI infizierte
SupT1-Zellen hinzugegeben und leicht gemischt. Nach etwa sieben Tagen bei 37°C waren
mehr als 60 % der Zellen infiziert, was Uber den zytopathischen Effekt mikroskopisch
festgestellt wurde. Die Uberstéande wurden gesammelt, zentrifugiert und durch einen 0,45
um Filter gereinigt. Dieser gereinigte Uberstand wurde dann in 1 ml pro Aliquot bei -80 °C
eingefroren oder sofort zur Infektion von CD4*-T-Zellen verwendet. Fir die Infektion der
CD4*-T-Zellen wurden 400 pl pro 1,5 Mio. T-Zellen verwendet, da hier nach sieben Tagen
der grofite zytopathische Effekt messbar war, was vorher in Titrationen ermittelt wurde.

Nach demselben Prinzip erfolgte die Anzucht von HHV-6A des Stamms AJ, nur dass hier
J-Jhan Suspensionszellen verwendet wurden. Fir die Infektion von CD4*-T-Zellen mit

HHV-6A JI wurden 350 pl des hergestellten, infektiésen Uberstandes verwendet.
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3.3.3 Erkennung infizierter PHA-Blasten durch T-Zellklone und polyklonale

T-Zelllinien

Zunachst wurde durch positive immunmagnetische Separation die CD4*-T-Zellpopulation
aus PBMCs isoliert (siehe 3.2.2). Jeweils 1,5 Mio. CD4*-T-Zellen eignen sich besser fiir
eine in vitro Infektion mit HHV-6 und HHV-7.

Jeweils 1,5 Mio. T-Zellen wurden in einer 24-well Platte mit 5 ug/ml PHA-M aktiviert und in
einer Zellkonzentration von 1 Mio./ml in Standardmedium ausplattiert. Nach drei Tagen
wurden diese PHA-M-Blasten geerntet, zentrifugiert und erneut gezahlt und erneut auf eine
Konzentration von 1 Mio./ml eingestellt.

Jeweils 1,5 ml dieser Zellsupsension wurden in die wells einer neuen 24-well Platte
uberfuhrt. Um die Zellen zu infizieren, wurde jedem well das jeweilige Volumen an
infektiosem Virusuberstand zugegeben: Fir HHV-6A AJ 350 pl, fir HHV-6B HST 230 pl
und fur HHV-7 400 pl.

Die so infizierten Zellen wurden fur bis zu 10 Tage bei 37°C kultiviert und wurden je nach
experimenteller Fragestellung zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet. Der hdchste

zytopathische Effekt konnte an Tag 7 nach Infektion fur alle drei Viren gemessen werden.
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3.4 Molekular-und mikrobiologische Methoden

3.4.1 Kultivierung und Transformation von Bakterien

Der Escherichia coli (E. coli) - Stamm DH5a wurde zur Vermehrung von Plasmiden
verwendet (siehe Abschnitt 3.1.9). Die Bakterien wurden bei 37°C Uber Nacht auf LB-
Agarplatten oder in LB-Medium mit dem zur Selektion des jeweiligen Plasmids
notwendigen Antibiotikum (100 pug/ml Ampicillin, 30 pyg/ml Chloramphenicol oder 30 pg/ml
Kanamycin) unter konstantem Ruhren bei 200 U/min kultiviert. Nach Inkubation Uber Nacht
wurden die LB-Platten bis zu 7 Tage bei 4°C gelagert.

Zur Transformation von E. coli DH5a wurde ein Aliquot mit hochkonzentrierten, chemisch
kompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut. Die chemisch kompetenten Bakterien wurden
nach einer klassischen Methode in der Arbeitsgruppe prapariert (Hanahan 1983). 1 ug
Plasmid-DNA wurde zu 50 ul Bakterien gegeben, wobei die Mischung fur 15 min auf Eis
inkubiert wurde. Nach einem kurzen Hitzeschock von 45 Sekunden bei 42°C wurde die
Bakteriensuspension weiter fur 1 min auf Eis gekuhlt. AnschlieBend wurde 1 ml LB-
Medium ohne Antibiotika zugegeben und die Suspension bei 37°C und 900 U/min
geschuttelt. Nach 1 h wurde die Suspension bei 3.000 x g fir 3 min zentrifugiert, der
GroRteil des Uberstands wurde verworfen und das verbleibende Volumen (ca. 50 pl) wurde
verwendet, um die pelletierten Bakterien zu resuspendieren und sie auf einer
vorgewarmten LB-Platte (mit dem jeweiligen Antibiotikum) auszuplattieren. Schlief3lich
wurden die Platten Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Gut gewachsene Einzelkolonien wurden
zur weiteren Vermehrung verwendet.

Eine gut gewachsene und gut vereinzelte Kolonie wurde von einer Ubernacht-LB-Platte
gepickt und in 400 ml sterilem LB-Medium einschlieBlich des zur Selektion von

transformierten Bakterien erforderlichen Antibiotikums inkubiert.

3.4.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli zur Transfektion humaner Zellen wurde
nach den Prinzipien der alkalischen Lyse und Bindung an Silica-Saulen unter Verwendung
des HiPure Plasmid Maxiprep Kits gemafl den Anweisungen des Herstellers (Qiagen)
durchgefihrt. Jeweils 400 ml geséttigte Ubernacht-Bakterienkultur wurden fiir eine
einzelne Praparation verwendet, die hierbei Ausbeuten von bis zu 1 mg DNA lieferte. Die
Konzentration und Reinheit des so gewonnen Plasmids wurde durch
Absorptionsablesungen bei 260 nm und 280 nm unter Verwendung des

Spektrophotometers Nanodrop ND-1000 analysiert.
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3.4.3 Nachweis von EBV in primaren Zelllinien mittels einer PCR

Nachdem aus PBMCs mittels einer CD40L-Stimulation B-Blasten hergestellt wurden (siehe
3.1.4), mussten diese auf ein das Vorhandensein von Epstein-Barr-Virus (EBV) getestet
werden, da die meisten gesunden erwachsenen Spender EBV-positiv sind und daher die
Méoglichkeit eines unerwinschten Auswachsens EBV-transformierter B-Zellen in Kultur
besteht. Da die BBL fir die Herstellung von HHV-6-spezifischen T-Zelllinien gedacht
waren, wirde die Anwesenheit von EBV-infizierten B-Zellen die HHV-6-spezifische T-Zell-
Stimulation oder die spezifische Analyse der T-Zellen storen.

Fir die PCR-Analyse wurden zunéachst alle BBL-Proben (jeweils 3 Mio. Zellen), die bei
-20°C ohne Flussigkeit weggefroren worden waren, mit 25 pyl einer 50 mM NaOH
behandelt. Darauf wurde etwas Mineraldl gegeben und fir 10 min bei 95°C inkubiert.
AnschlieRend wurde 4 pl 1M Tris/HCI (pH 7) hinzugegeben und fir mehrere Sekunden
stark gemischt. Zum Schluss wurde das Lysat fir 2 min bei 300 x g zentrifugiert. Dann
wurden 3 yl des Lysats entnhommen und zu dem in Tabelle 21 aufgelisteten PCR-
Mastermix hinzugeflgt. Dieser Ansatz wurde dann in einen PCR-Thermocycler gestellt und
unter den in Tabelle 22 gezeigten Bedingungen repliziert. AnschlieRend wurde das so

entstandene PCR-Produkt auf einem Agarosegel analysiert (3.4.4).

Tabelle 21: Mastermix der PCR zum Nachweis von EBV.

PCR-Ansatz 1 x [ul]
Taq-Polymerase 1,25
Puffer 5
Primer gp85c 2,5
Primer gp85d 2,5
Primer cam-up 2,5
Primer cam-down 2,5
MgCl2 (50mM) 2,5
dNTPs 5
Wasser 25,25

Gesamt 49
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Tabelle 22: Bedingungen der PCR fiir den EBV-Nachweis.

Schritte Zeit Temperatur
Denaturierung 5 min 95°C
Hybridisierung 45 sek 95°C
(30 Zyklen) 45 sek 59°C

45 sek 72°C
Polymerisation 10 min 72°C

unendlich 4°C

3.4.4 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Mittels der Agarose-Gelelektrophorese koénnen DNA-Fragmente ihrer GréRe nach
aufgetrennt werden. Je nach GroRe der Fragmente erfolgte die Auftrennung in 1,0-
1,5 %igen Agarosegelen, die in TAE-Laufpuffer angesetzt wurden.

Zur Detektion der DNA-Fragmente wurden dem Gel 10 mg/ml Ethidiumbromid zugegeben.
Ethidiumbromid ist ein mutagener Fluoreszenzfarbstoff, der in die DNA interkaliert und
nach Absorption von ultraviolettem Licht bei 254 nm sichtbares Licht emittiert. Die Proben
aus der PCR (3.4.3) wurden mit einem 1 x DNA-Ladepuffer in Verhaltnis 1:1 gemischt und
auf das Gel geladen. Das Gel lief anschlieend bei 5-8 V/cm. Nach dem Gellauf konnte
die Fragmentgrofle und die DNA-Menge anhand eines DNA-GroéRenstandards bestimmt

werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Funktionelle Analyse von immundominanten CD8*-T-Zellen in
HHV-6B
4.1.1 Analyse der T-Zellantwort gegen HHV-6

Einer der Schwerpunkte dieser Arbeit war die Untersuchung von T-Zellantworten gegen
HHV-6 (A und B). Vorarbeiten dazu wurden in unserer Arbeitsgruppe hauptsachlich von
Andrea Schub und Larissa Martin durchgefihrt. In Martin et al. (2012) wurden erstmals
HHV-6-spezifische CD8*-T-Zellen identifiziert, deren Epitope charakterisiert und gezeigt,
dass auch virusinfizierte Zellen von diesen CD8"-T-Zellen erkannt werden. Diese Vorarbeit
beschrankte sich noch auf Epitope aus ausgewahlten Strukturproteinen des Virus. In einem
zweiten Schritt wurde zur Identifikation weiterer HHV-6-spezifischer CD8*-T-Zellen eine
Querschnittsanalyse durchgefiihrt, quer durch das virale Proteom, jedoch beschrankt auf
ein modellhaft ausgewahltes HLA. Hierfir wurde HLA-B*08:01 gewahlt, weil es fur eine
Epitopvorhersage aufgrund konservierter Ankerreste im Peptid besonders geeignet ist und
zudem einer der haufigsten HLA-Klasse-I-Allotypen in Personen europaischer Herkunft ist
und der zweithaufigste HLA-Allotyp der kaukasischen Bevdlkerung. Die Tabelle 23 ist die
Auflistung der so neu gefundenen Epitope und zeigt, dass hierbei drei Proteine mehrere

neue Epitope beinhalten.

Tabelle 23: HLA-B*08:01-restringierte HHV-6 Epitope. Verdndert aus Martin et al. (2018).

HHV-6B  HHV-6A Erkennung von HLA-B*08:01
Sequenz Sequenz Zellen infiziert Restriktion bestétigt

Epitop Stamm  Stamm mit: durch:

Abk. 729 U1102 ORF Proteinfunktion Kinetik HHV-6B HHV-6A match mult. trfec.
EAR  EARRRLAEM EARRRLAEM U3 transactivator E2 nt + < nt nt
RSK  RSKPRHMCV RSKPRHMCV U7  unknown E? + nt + nt +
EMR EMRLRMIL EMRLRMIL U26 putative transmembrane E2 + nt + nt nt
AVK  AVKKRKYI AVKKRKYI U29 capsid assembly = nt nt nt nt nt
FEK FEKERFLFL FEKERFLFL U29 & nt e nt nt
TNK  TNKIKEQL TNKMKEQL U31 large tegument protein L2 + + + + nt
LCK LCKAREEL LCEAREEL U38 DNA polymerase EN? + nt + nt +
FYR  FYRDRQYLL FYRDRQYLL U38 + nt + nt nt
QTR QTRQKFHL QTRQKFHL U41 major DNA binding protein g2  + + + + +
VVK  VVKGKVLSI VVKGKVLSI U41 + nt ek nt 5
NVK  NVKHKKNPL NVKHKKNPL U41 nt + * nt nt
TPK  TPKVKSKV TPKVRSKV U42 transactivator/regulator E? - nt nt nt nt
MAR MAREKNDL MAREKNDL US53 proteinase L2 o 5 + nt nt
ELK ELKWKHAV ELKWKHAV US59 tegument protein L2 - nt nt nt nt
KVR  KVRCKKIL KVRCKKIL U64 tegument protein E? nt nt nt nt nt
KRR KRRYKQLL KRRYKQLV U72 glycoprotein M L2 nt + + nt nt
EGR EGRERILTV EGRDRILTV U79 DNA replication IEYE® + nt + + +
TSK  TSKTRPTV TSKTRQTV U84 putative glycoprotein L2 -8 nt + nt nt
SPR  SPRSRLQQL - U86  |E2 transcriptional activator |E' & nt e nt i
DFK  DFKSKYLTL EFKSKFSTL U86 e nt = nt nt
RPR  RPRWRSLTL - B4  unknown B + nt + nt +
PKR  PKRVRTLKI - B8  unknown E? nt nt nt nt nt
VPR VPRLKFFL - B8 nt nt nt nt nt
YLR YLRLRKGL YLRLHKGL DR1 putative RNA polymerase Il [? nt nt nt nt nt

LPR LPRORAYL - DR6 __transactivator 12 =S nt nt nt nt
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In den Proteinen U38 und U86 konnten jeweils zwei und in dem Protein U41 drei neue
Epitope charakterisiert werden. Den T-Zellen dieser sieben Epitope war es in sechs Fallen
moglich Zellen, die mit HHV-6B infiziert wurden, zu erkennen. Hier gab es zudem starke
Homologien zwischen der HHV-6B spezifischen Aminosauresequenz mit der nah
verwandten HHV-6A-Sequenz, sodass bei diesen Epitopen eine hohe Wahrscheinlichkeit
bestand, dass diese T-Zellen nicht nur HHV-6B spezifisch reagierten, sondern ebenfalls

HHV-6A infizierte Zellen erkennen kdonnten.

Neben dieser potenziellen Kreuzreaktivitat sollten zwei neu identifizierte immunogene
Proteine (U38 und U41) im Detail unabhangig von der HLA-Restriktion untersucht werden
(siehe nachster Abschnitt 4.2). Hierzu wurde eine modifizierte Methode zur Etablierung von
HHV-6B-spezifischen T-Zellen verwendet, bei der keine SAMBA-Motiv (simple anchor
motif based algorithm) geratenen Peptide, sondern proteinuberdeckende
Peptidbibliotheken verwendet werden sollten. SAMBA beschreibt eine einfache Methode
zur Vorhersage von Epitopen, die keine komplexe Bioinformatik benétigt, sondern zieht nur
die fur das jeweilige HLA bekannten konservierten Ankerreste heran. Diese Methode
(Martin et al. 2018) berticksichtigt dabei stark die Ankermotive von gut untersuchten und in
der Literatur mehrfach bestatigten T-Zellepitopen. Sind fur ein HLA-Allotyp nicht genligend
Informationen dazu vorhanden, kénnen ersatzweise auch konservierte Aminosauremotive
von HLA-eluierten Selbst-Peptidliganden verwendet werden, zu denen mittlerweile grofe,

verifizierte Datensatze vorliegen (Sarkizova et al. 2020).

Zuséatzlich zu diesem Ansatz der Identifikation neuer Targets und dazugehdriger T-Zellen
wurde in dieser Arbeit auch die T-Zellantwort gegen ein bereits bekanntes Epitop vertieft
untersucht. Dies wird in diesem Kapitel 4.1 nun genauer erlautert. In den oben genannten
Analysen von HLA-B*08:01-Epitopen stellte sich das Epitop DFKSKYLTL (DFK) aus dem
Antigen U86 (IE-2) als ein immundominantes Epitop heraus, denn T-Zellen dieser
Spezifitdt waren in HHV-6 positiven Spendern weit haufiger als T-Zellen gegen jedes
andere bekannte Epitop aus HHV-6 (Martin et al. 2018). Daher sollte nun ein starkerer
Fokus auf diesem Epitop liegen, um vielleicht eine Ursache fiir seine Immundominanz in
der T-Zellantwort von HHV-6 positiven Spendern zu finden. Dieses Epitop DFK wurde
daher ausgewanhlt, um es im Einzelnen noch genauer zu charakterisieren und mogliche
Kreuzreaktivitaten zu anderen Herpesviren zu untersuchen. Auch hier wurde zu Beginn
wieder eine Peptidstimulation durchgefiihrt, um spezifische CD8*-Klone zu generieren, die
dann im Weiteren unter anderem phanotypisch und auf die Erkennung von infizierten

Zellen untersucht werden sollten.
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4.1.2 Haufigkeit von CD8*-T-Zellen gegen verschiedene HHV-6B-Epitope

CD8"-T-Zellen mit einer Spezifitat fir das von HLA-B*08:01 prasentierte Epitop
DFKSKYLTL (DFK) hatten unter den 16 Epitopspezifitdten, die in der Arbeit von Martin et
al. (2018) identifiziert und charakterisiert wurden, im Mittel die hdchste ex vivo Haufigkeit.
Die HLA-Peptid-Multimerfarbung erlaubt eine sehr praziseste Ermittlung der Haufigkeit
antigenspezifischer CD8*-T-Zellen (Sims, Willberg, and Klenerman 2010). Fir elf HLA-
B*08:01-restringierte Epitope aus HHV-6B-Antigenen sowie den HHV-6A-Varianten von
zwei dieser Epitope waren Multimere verfigbar und wurden zur Farbung von PBMCs von
acht gesunden Spendern mit dem passenden HLA verwendet (Abbildung 4). Die meisten
Spender zeigten gegen die Epitope eine Farbung unterhalb des Hintergrundniveaus
(<0.01 % der CD8*-T-Zellen). Nur bei drei Epitopen war dies nicht der Fall. Hier stach das
Epitop DFK mit einer besonders hohen T-Zellhaufigkeit, mit einem Median von 0,09 % der
CD8"*-T-Zellen, klar heraus. DFK-spezifische T-Zellen waren daher von besonderem
Interesse fur eine weiterfihrende funktionelle Analyse und fur diese aufgrund ihrer

Haufigkeit auch gut zuganglich.
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Abbildung 4: Ex vivo Héaufigkeit von T-Zellen gegen elf HHV-6B-Epitope, zwei HHV-6A-Varianten und ein
bekanntes, immundominantes EBV-Epitop, analysiert in acht HHV-6B-positiven Spendern. Markiert mit einem
Pfeil ist das Epitop DFK. Gezeigt sind die Ergebnisse einer Farbung von PBMCs mit HLA-Peptid-Multimeren,
mit einem ,,Gating” auf CD8*-positive Zellen. Die Farbungen wurden von L. Martin unter Mitwirkung von A.
Hollaus durchgefiihrt. Veréndert aus Martin et al. 2018.
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4.1.3 Anreicherung von DFK-spezifischen CD8*-T-Zellen

Bei der Untersuchung der Haufigkeitsverteilung von T-Zellen gegen elf HHV-6B Epitope
(siehe 4.1.2) zeigte sich, dass die meisten Spender eine klar nachweisbare T-Zellantwort
gegen das Epitop DFK hatten. Aus diesen wurde ein verfligbarer Spender fir
weiterfiUhrende Analysen ausgewahlt. Dieser Spender 5 hatte 0,05 % DFK-spezifische
Zellen unter seinen CD8*-T-Zellen, d.h. eine epitopspezifische T-Zellantwort von mittlerer
Starke.

Zuerst wurden DFK-spezifische CD8'-T-Zellen aus den PBMCs des Spenders 5
angereichert. Daflir wurden aus am gleichen Tag abgenommenem peripherem Blut
PBMCs isoliert und diese mit dem Peptid DFKSKYLTL (DFK) stimuliert und in Kultur
genommen. Danach wurde die Kultur wochentlich mit peptidbeladenen CD40-aktivierten
B-Zellen restimuliert (Zentz et al. 2007). Die Anreicherung der DFK-spezifischen CD8*-T-
Zellen durch diese Peptidstimulation wurde wdchentlich durch eine Peptid-Multimer-
Farbung im FACS gemessen (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Anreicherung der DFK-spezifischen CD8*-T-Zell-Population. (A) FACS-Analyse der DFK-Peptid-
stimulierten T-Zellkultur, die mittels einer HLA/Peptid-Multimerfarbung analysiert wurde. Gezeigt werden drei
exemplarischen Messpunkten: Tag 0, 16 und 29 nach Ansetzen der Kultur. (B) und (C) Ubersicht iiber die
Anreicherung der DFK-spezifischen T-Zellen bis Tag 29 mit linearer (B) und logarithmischer (C) y-Achse.
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Durch den Stimulationsprozess wurde die DFK-spezifische, CD8"-Population von anfangs
0,18 % auf 24 % der T-Zellen in Kultur an Tag 29 angereichert. Nach dieser erfolgreichen
Anreicherung der DFK-spezifischen Zellen konnte die Kultur fir eine Einzelzellklonierung
verwendet werden, um im Weiteren die so gewonnenen spezifischen T-Zellklone genauer

charakterisieren zu konnen.

4.1.4 Analyse von T-Zellkulturen auf eine DFK-Spezifitat

Nach der Anreicherung der DFK-spezifischen CD8"-T-Zellen wurde mit der T-Zellkultur
(siehe 4.1.3) eine Einzelzellklonierung durchgefuhrt werden. Dabei wurden die Zellen in
einem so hohen Verdinnungsfaktor in Multiwell-Platten ausgebracht, dass im Mittel jedes
well weniger als eine vermehrungsfahige Zelle erhielt. Dabei war die Erfahrung zu
bericksichtigen, dass die Klonierungseffizienz in solchen Ansatzen typischerweise in der
GroRenordnung von 10 % liegt. Nach dem Ausplattieren der Zellen in zwei verschiedenen
Verdunnungsstufen (0,7 und 2,5 Zellen pro well) in 10 Kulturplatten (96-well) wurden die
so hergestellten 960 Einzelkulturen fir 4 Wochen kultiviert. Nach diesem Zeitraum war in
26 Kulturen eine deutliche Zellvermehrung feststellbar. Die vermuteten T-Zellklone wurden
auf ihre Spezifitdt gegen das DFK-Peptid getestet. Hierzu wurde ein Teil der T-Zellkulturen
mit B-Blasten als antigenprasentierende Zellen kokultiviert, in An- oder Abwesenheit des
DFK-Peptids. Nach Inkubation Gber Nacht wurde das freigesetzte Interferon-y (IFN-y) im
ELISA gemessen. Die ausgewachsenen Kulturen werden im Folgenden als ,Klone®
bezeichnet, obwohl sie per Definition unter Umstanden keine Klone sind, dies soll weiterhin
noch bewiesen werden.

Unter den 26 getesteten Klonen befanden sich zwei, die die mit dem DFK-Peptid
beladenen B-Blasten im Vergleich zur Kontrolle ohne Peptid besonders gut erkannten, die
Klone Nummer 16 und 23 (Abbildung 6). Klon 16 erkannte auch unbeladene B-Blasten in
gewissem Umfang, wahrend Klon 23 ausschlief3lich die mit dem DFK-Peptid beladenen B-
Blasten erkannte. Daher wurden diese beiden Klone im Folgenden weiter untersucht. Die
restlichen Klone, die nicht bevorzugt das Peptid erkannten oder kein IFN-y produzierten,

wurden nicht weiterverfolgt.
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Abbildung 6: Funktionelle Analyse von 26 potentiellen T-Zell-Klonen 4 Wochen nach limitierender Verdiinnung.
Die Freisetzung von IFN-y wurde nach Inkubation von 10 000 T-Zellen mit 10 0000 B-Blasten, mit oder ohne
Peptid DFK, semiquantitativim ELISA gemessen. OD, optische Dichte.

4.1.5 Charakterisierung der Epitopspezifitat der Klone 16 und 23

Die beiden vielversprechenden Klone 16 und 23 wurden mittels Analysen im
Durchflusszytometer phanotypisch genauer charakterisiert. Hierbei sollten die Klone nicht
nur auf ihre Epitopspezifitat hinsichtlich des Peptids DFK untersucht werden, sondern auch
auf mogliche weitere Spezifitdten. Die zum Epitop DFKSKYLTL aus HHV-6B homologe
Sequenz in HHV-6A ist unerwartet stark verandert (EFKSKESTL), mit drei Aminosauren
Unterschied, obwohl der Konservierungsgrad der Aminosauresequenzen der beiden Viren
insgesamt 90 % und des U86-Proteins 86 % betragt (Ablashi et al. 2014; Dominguez et al.
1999). Dennoch wurde die Erkennung dieses HHV-6A-Homologs durch die DFK-
spezifischen T-Zellen im Test Uberprift. Bei einer Suche nach weiteren dhnlichen und
daher potenziell kreuzreaktiven Peptidsequenzen aus anderen Organismen mittels BLAST
(Johnson et al. 2008) wurde eine hohe Homologie zu einem Peptid aus dem Malaria-
Erreger Plasmodium falciparum festgestellt. Die betreffende Sequenz aus dem Antigen
Falcipain-2 lautet EKFSKYLTL und unterscheidet sich somit in nur einer Aminosaure von
DFKSKYLTL aus HHV-6B. Um diese beiden eventuellen Kreuzreaktivitaten zu
untersuchen, wurden fur die drei Peptidsequenzen HLA/Peptid-Multimere hergestellt und
diese in einer durchflusszytometrischen Analyse zur Farbung der beiden DFK-spezifischen
Klone 16 und 23 verwendet (Abbildung 7):
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Negativkontrolle HHV-6B HHV-6A P. falciparum
DFKSKYLTL EFKSKFSTL EFKSKYLTL

N N 4
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Multimer

4 4
103013 Q14 10" 3Q13
0,19 0.32 5.98

Klon #23

Q16 Q15
o 10.48 0,53

Q16 Q15 Q16
0 10.54 0,55 0 1443

Multimer

Abbildung 7: Durchflusszytometrische Analyse der Bindung der DFK-reaktiven T-Zellklone 16 und 23 an
HLA/Peptid-Multimere mit drei verschiedenen Peptiden. Die Zellen wurden auf CD3* vorgegatet. Hier sind nur
die CD3*-T-Zellen dargestellt. Die Negativkontrolle zeigt die Farbung ohne HLA/Peptid-Multimer.

Die Multimer-FACS-Farbung zeigte, dass es sich bei dem Klon 16 um eine Mischkultur
handelte, die sowohl aus einer CD4"- als auch aus einer CD8"-Population bestand. Die
etwa 2 % CD8"-Zellen banden jedes der drei Multimere. Die Populationsgréfien und
Fluoreszenzintensitaten waren zwischen den von HHV-6B und HHV-6A abgeleiteten
HLA/Peptid-Multimeren nicht unterscheidbar, trotz der erheblichen Abweichung in der
Aminosaure-Sequenz. Das weniger abweichende P. falciparum-Epitop wurde ebenfalls
gebunden.

Klon 23 zeigte eine weitgehend homogene CD8"-Population. Diese konnte durch die
Multimere DFK und EFK (P. falciparum) gut gefarbt werden. Hingegen wurde das Peptid
EFK (HHV-6A) mit den drei Aminosaurenunterschieden nicht erkannt. Die Analyse der
beiden T-Zell-Klone zeigte, dass unterschiedliche Spezifitatsmuster der Interaktion mit
homologen Epitopen aus HHV-6B und HHV-6A moglich sind. Mit hoher Wahrscheinlichkeit
trugen die beiden CD8*-T-Zellpopulationen unterschiedliche T-Zellrezeptoren, was ein
unterschiedliches Spektrum an Kreuzreaktivitaten erklaren kann (Burrows et al. 1995). Die
Kreuzerkennung des P. falciparum-Epitops durch beide T-Zellklone ist ein interessanter
Befund, der weiter abgeklart werden muss. Zuféllige Ahnlichkeiten humaner T-Zellepitope
mit Aminosauresequenzen fremder Organismen sind nicht selten (Birnbaum et al. 2014).
Eine derartige Kreuzreaktivitat zwischen bedeutenden, nicht verwandten humanen

Pathogenen ist jedoch eine Besonderheit.
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4.1.6 Erkennung von HHV-6A, -6B und -7 infizierten Zellen

Experimente zur Erkennung von synthetischen Peptiden, wie oben beschrieben, geben
eine erste Auskunft Uber die Spezifitit von CD8*-T-Zellen und sind in Screening-
Untersuchungen besonders praktikabel. Zur Einschatzung der tatsachlichen funktionellen
Relevanz von CD8'-T-Zellen ist es aber noétig zu testen, ob auch in Zellen endogen
prozessiertes Antigen von den T-Zellen erkannt wird. Im optimalen Fall gibt es bei manchen
Pathogenen sogar in-vitro-Systeme mit dem tatsachlichen Krankheitserreger, die
verwendet werden konnen, um die CD8"-T-Zellerkennung zu testen. Dies ist bei humanen
Roseoloviren (HHV-6B, HHV-6A und HHV-7) der Fall. Unsere Arbeitsgruppe zeigte bereits
vor einiger Zeit (Martin et al. 2012), dass primare humane CD4"-T-Zellen mit HHV-6B oder
-6A in vitro infiziert werden kénnen und dann ein Antigen gegeniiber CD8"-T-Zellen
prasentieren. Diese Methode wurde in der vorliegenden Arbeit aufgegriffen und auf HHV-
7 erweitert. Primdre CD4"-T-Zellen wurden aus geeigneten humanen Blutproben (in
diesem Falle von HLA-B*08:01-positiven Spendern) mittels immunmagnetischer
Positivisolation (mit CD4-Microbeads) frisch aufgereinigt, fur drei Tage in Kultur mit PHA-
M stimuliert und dann mit virushaltigen Zellkulturiiberstanden versetzt, um die CD4*-T-
Zellen mit dem jeweiligen Virus zu infizieren. Mit allen drei Roseoloviren ergab sich nach
einigen Tagen ein typischer zytopathischer Effekt mit ballonartiger ZellvergréoRerung.
Abbildung 8 zeigt diesen Effekt flir Tag 6 nach Infektion. Der Effekt war bei HHV-6B noch

ausgepragter als bei den beiden anderen Viren.
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Abbildung 8: Infizierte Zellen an Tag 6 nach Infektion. Die Markierung zeigt infizierte Zellen mit zytopathischem
Effekt, bei dem sich die Zellen ballonartig vergréern, bevor sie apoptotisch werden. Infizierte Zellen mit HHV-
6A (A), HHV-6B (B), HHV-7 (C) und nicht infizierte Zellen (D).
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Die infizierten CD4*-T-Zellen wurden dann als Zielzellen in funktionalen Tests mit den
beiden oben genannten HHV-6B-spezifischen T-Zellkulturen (Kultur 16 und Klon 23) als
Effektorzellen verwendet. Beide T-Zellkulturen erkannten jeweils das Peptid DFK (nun als
Positivkontrolle) und die HHV-6B-infizierten Zellen in ahnlicher Intensitat. Offenbar wird
das DFK-Peptid von infizierten Zellen effektiv produziert und prasentiert. HHV-6A- und
HHV-7-infizierte Zellen schienen ebenfalls erkannt zu werden, aber deutlich schwacher
und das Signal lag naher am Hintergrundsignal. Zu diesen beiden Viren kann also noch
keine sichere Aussage getroffen werden. Wie in Tabelle 24 gezeigt, unterscheidet sich die
Sequenz des HHV-6B-Peptids (DFKSKYLTL) von den beiden Homologen aus den
anderen Viren um je drei Aminosauren, die Unterschiede zwischen HHV-6A und HHV-7
betragen sogar finf Aminosauren. Daher ist eine Kreuzerkennung nicht sehr
wahrscheinlich zumal auch wichtige Ankeraminosauren in HHV-6A und HHV-7 verandert

vorliegen.

Tabelle 24: Sequenzvergleich des DFK-Epitops mit HHV-6A und HHV-7.

Virus Antigen Sequenz
HHV-6A AJ U86 FEFKSKEFSTL
HHV-6B HST U86 DFKSKYLTL
HHV-7 JI U86 DFLSKYTAL
A B
20 20 0,0141
18 " 0,0002
1 1
16 16 l
" 0,0180 "
E 12 E 12
B 2
> " 0,0013 > v
4 4
w 8 [ 8
0,0200
6 6
0,0370

ohne Peptid
Kontrolle -ﬂl
HHV-6A ]
HHV-6B
HHV-7
ohne Peptid
Kontrolle
HHV-6A
HHV-6B

=} N >
mit Peptid DFK |-{

=} N >

HHV-7 |—|

mit Peptid DFK

CD4* PBMCs infiziert mit CD4* PBMCs infiziert mit

|
|

BBL BBL

Abbildung 9: Reaktivitét der beiden DFK-spezifischen Klone 16 und 23 auf infizierte CD4*-T-Zellen. A) Der Klon
16, der aus einer CD4*-und einer CD8*-Population besteht, erkennt die mit dem DFK-Peptid beladenen BBL.
Zudem erkennt er auch die CD4*-T-Zellen, die mit HHV-6B infiziert sind. B) Der CD8*-Klon 23 erkennt die BBL,
die mit dem DFK-Peptid beladen sind. Zudem erkennt er die CD4*-T-Zellen, die mit HHV-6B infiziert sind sehr
gut. Erste Anzeichen einer Erkennung zeigen sich gegen die mit HHV-6A und HHV-7 infizierten T-Zellen.
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Klon 23 hat weder das HHV-6A-Multimer erkannt, noch gab es eine eindeutige Reaktivitat
gegen HHV-6A-infizierte Zellen. Das war nicht Uberraschend, da eine Abweichung von drei
Aminosauren sehr stark ist. Es gibt wenige Beispiele dafir, dass ein so stark modifiziertes
Peptid von CD8*-T-Zellen noch erkannt wird. Bereits eine Abweichung von nur einer
Aminosaure im Peptid fiihrt bei CD8*-T-Zellen oft zu einer Verhinderung der Reaktivitat (de
Silva et al. 2021).

Da der Klon 16 jedoch auch das HHV-6A-Multimer zu binden schien, sind hier weitere
Untersuchungen mit einer gréf3eren Zahl von Klonen nétig. Dies lohnt sich auch wegen der
Immundominanz und daher potenziellen Bedeutung des Epitops fur Anwendungen in
Diagnostik oder Therapie. Méglicherweise sind HHV-6B-DFK-spezifische T-Zellen je nach
ihrem TCR mit HHV-6A kreuzreaktiv oder nicht.

Es fallt auf, dass das hier untersuchte Epitop DFK in den humanen Roseoloviren
wesentlich schlechter konserviert ist als die anderen von uns identifizierten HLA-B*08:01-
Epitope (Martin et al. 2018). Zugleich ist dieses Epitop innerhalb dieser Gruppe klar
immundominant. Mdglicherweise ist es kein Zufall, dass dieses Epitop und seine
homologen Sequenzen in HHV-6A und -7 so stark abweichen, sondern es konnte hier eine
Immunselektion vorliegen. (Dabei ist zu berticksichtigen, dass das U86-Antigen zwischen
HHV-6A und 6B insgesamt eher wenig konserviert ist.) Die meisten gesunden Spender
sind positiv fur HHV-6B. HHV-6A ist von geringerer, aber nicht genau bekannter Pravalenz.
Eine mogliche Hypothese ware, dass die Eliminierung der immundominantesten Epitope
durch Mutation der homologen Sequenzen im HHV-6A Genom eine Infektion von bereits
HHV-6B-positiven Personen mit HHV-6A beglnstigt.
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4.1.7 DFK-Klone lysieren HHV-6B-infizierte Zellen

In den bereits prasentierten Experimenten konnte gezeigt werden, dass DFK-spezifische
T-Zellklone IFN-y produzieren, wenn sie entweder exogen prasentiertes DFK-Peptid auf
antigenprasentierenden Zellen (siehe 4.1.4) oder dieses nach endogener Prozessierung
auf mit HHV-6B infizierten CD4*-T-Zellen erkennen (siehe 4.1.6). Eine weitere
Hauptfunktion von antiviralen CD8"-T-Zellen ist ihre Fahigkeit infizierte Zellen abzutéten,
indem sie diese zur Apoptose veranlassen. Der anschlieRende Zerfall der Zellen kann
mittels eines Calcein Release Assays sichtbar gemacht und gemessen. Der Calcein
Release Assay ist eine Zytotoxizitatsanalyse, bei der die Targetzellen zunachst mittels des
Farbstoffes Calcein AM griin fluoreszierend eingefarbt werden. Die Targetzellen werden
dann mit den Effektorzellen, den T-Zellklonen oder einer polyklonalen T-Zelllinie in
unterschiedlichen Konzentrationsstufen zusammen fir 3-4 h inkubiert. Wahrend dieser
Inkubation verursachen T-Effektorzellen den Tod der Targetzellen und diese setzen den
Farbstoff frei, der im Uberstand fluorometrisch gemessen wird. Anhand einer
Positivkontrolle (Detergens-vermittelte Lyse der Targetzellen) kann dann die spezifische
Lyse einer einzelnen Probe berechnet werden. Der DFK-Klon 23 und die polyklonale T-
Zelllinie, der der DFK-Klon 23 entstammte, wurden in einem solchen Test mit HHV-6B-
infizierten CD4*-T-Zellen konfrontiert, die entweder HLA-B*08:01-positiv waren oder nicht
(siehe Abbildung 10). Der spezifische DFK-Klon 23 konnte die autologen HLA-B*08:01-
positiven mit HHV-6B infizierten CD4%-Zellen in abstufenden Target- zu
Effektorzellverhaltnissen sehr gut erkennen und erfolgreich abtéten. Bei einem Effektor-
zu-Target-Verhaltnis von 16:1 konnten tber 90 % der infizierten Zellen lysiert werden. Die
CD47-T-Zellen ohne HLA-B*08:01-Allel konnten durchschnittlich nur in einem Bereich von
etwa 20-30 % lysiert werden (Abbildung 10 A und B). Ein insgesamt recht ahnliches
Verhalten zeigte auch die polyklonale, DFK-peptidstimulierte T-Zelllinie (Abbildung 10 C
und D). Bei diesen Experimenten dienten nicht infizierte CD4*-T-Zellen des jeweiligen
Spenders in den einzelnen Effektor-zu-Target-Verhaltnissen jeweils als Negativkontrolle.

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass der spezifische DFK-Klon 23 die
zytotoxische Fahigkeit einer CD8"-T-Zelle hinsichtlich der Erkennung und Lyse von HHV-
6B infizierten Zellen besitzt und daher fir weitere Untersuchungen diesbezlglich gut

geeignet ist.
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Abbildung 10: Zytotoxizitdtsanalyse des CD8*-DFK-Klons 23 und einer polyklonalen DFK-peptidstimulierten T-

Zellinie, aus der der DFK-Klon 23 hergestellt wurde. Es wird der Anteil der Zellen gezeigt, die spezifisch in

unterschiedlichen Effektor-zu-Target-Verhéltnissen spezifisch lysiert wurden. Hierbei wurden sowohl mit HHV-

6B infizierte als auch nicht infizierte CD4*-Zellen als Targetzellen verwendet. In (A) und (C) wurden autologe

HLA-B*08:01-positive CD4*-Zellen als Targetzellen verwendet, und als Effektorzellen entweder der DFK-Klon
23 (A) oder eine polyklonale T-Zellinie (C). In (B) und (D) wurden allogene, HLA-B*08:01-negative CD4*-Zellen
als Targetzellen verwendet. Diese wurden ebenfalls mit dem DFK-Klon 23 (B) oder einer polyklonale T-Zellinie
(D) als Effektorzellen getestet.
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4.1.8 Analyse von Differenzierungsmarkern auf HHV-6B-spezifischen T-

Zellen ex vivo

Die T-Zelldifferenzierung kann mittels einer durchflusszytometrischen Analyse von
Oberflachenmarkern charakterisiert werden. Diese Marker korrelieren mit bestimmten
Differenzierungszustanden und somit auch unterschiedlichen dominierenden Funktionen
von T-Zellen (Sallusto et al. 1999). Um die Differenzierung von DFK-spezifischen T-Zellen
ex vivo genauer zu untersuchen, wurden von zwei gesunden HLA-B*08:01-positiven
Spendern PBMCs isoliert und diese fur eine durchflusszytometrische Analyse mit
verschiedenen Differenzierungsmarkern gefarbt. Beide Spender hatten wie in 4.1.2
gezeigt, bereits ex vivo eine iberdurchschnittliche Anzahl an CD8*-DFK-spezifischen T-
Zellen. Die Spender 3 und 6 hatten in dieser ersten Analyse 0,35 % bzw. 0,25 % CD8"-
DFK-spezifische T-Zellen, die mittels Multimer-Farbung gemessen wurden.

In diesem Experiment zeigten die DFK-spezifischen T-Zellen beider Spender ex vivo einen
gemischten Phanotyp in Bezug auf Marker fir zentrale Gedachtnis-T-Zellen, Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen oder fur terminale Differenzierung (Abbildung 11). Die meisten
spezifischen T-Zellen waren im Bereich von Effektor-Gedachtnis-T-Zellen angesiedelt
(TEM, CCR7-CD45RA-, oder TEMRA. CCR7-CD45RA"). Besonders bei Spender 6 fiel
eine starke Population von CD57-positiven Zellen auf, ein Marker, der mit terminaler

Differenzierung in Verbindung gebracht wird (Brenchley et al. 2003; Kared et al. 2016).
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Analyse mittels Oberflachenmarkern von HHV-6B spezifischen T-

Zellen bei zwei gesunden HHV-6B-positiven Spendern.
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4.2 Analyse der T-Zellantwort auf die DNA-Polymerase U38

In dieser Phase des Projekts sollte die T-Zellantwort gegen die vollstandige
Aminosauresequenz von einzelnen, ausgewahlten HHV-6B-Antigenen naher untersucht
werden. Kriterien fur die Auswahl waren, dass die Antigene bisher noch nicht in dieser
Weise untersucht wurden, aber zumindest im Prinzip ihre Immunogenitat fir CD8"-T-
Zellantworten bereits gezeigt worden war. Wie oben kurz dargestellt (siehe Kapitel 4.1),
wurden in einer Querschnittsanalyse von HHV-6B-Epitopen in zwei Antigenen (U38 und
U41) zwei oder mehr Epitope identifiziert und gezeigt, dass epitopspezifische T-Zellklone
infizierte Zellen erkennen. Daher wurden diese Antigene in die engere Wahl genommen.
In diesem Kapitel wird die Untersuchung der T-Zellantwort gegen U38, die virale DNA-
Polymerase, beschrieben. Aulter den von uns (siehe Kapitel 4.1) beschriebenen beiden
HLA-B*08:01-restringierten CD8"-T-Zellepitopen (Martin et al. 2018) sind in der Literatur
keine spezifischen T-Zellantworten gegen U38 oder T-Zellepitope in diesem Antigen
beschrieben. Im Gegensatz zur Querschnittsanalyse gab es nun keine Beschrankung
mehr auf ein bestimmtes HLA, es wurden aber bevorzugt Spender mit in der Population

haufigen HLAs ausgewahlt.

4.2.1 Exvivo Untersuchungen zur Haufigkeit einer U38-spezifischen T-Zell-

antwort

Analysen der ex vivo T-Zellantwort gegen U38 wurden mit peripherem Blut gesunder, HLA-
typisierter gesunder HHV-6-seropositiver Spender vorgenommen. Das Antigen U38 wurde
in der Form einer Uberlappenden Peptidbibliothek eingesetzt (15-mer-Peptide,
Uberlappend in je 11 Aminosauren, insgesamt 255 Peptide). Diese Peptidbibliothek wurde
nach Bedarf in groflen oder kleinen Pools oder in Form einzelner Peptide zur T-
Zellstimulation verwendet. Um sich einen Uberblick tiber die T-Zellantwort gegen U38 zu
schaffen, wurden zunachst ex vivo IFN-y-ELISpot-Analysen durchgefihrt. Hierbei wurde
der Peptidpool von U38 in zwei groRe Pools aufgeteilt: Pool 1 bestand aus den 144 N-
terminalen Peptiden, Pool 2 aus den restlichen 111 Peptiden von U38. Zusatzlich wurden
die Peptide der beiden groRen Pools noch jeweils auf Subpools verteilt, die maximal 12
Peptide enthielten und in der Art einer zweidimensionalen Matrix angesetzt wurden
(Tabelle 10), daher kann man von ,horizontalen und ,vertikalen® Subpools sprechen.
Dieser Ansatz diente zur vereinfachten Identifizierung der erkannten T-Zellepitope
innerhalb der Sequenz von U38. Die Signale (Spots) im ELISpot entstehen, wenn eine T-

Zelle auf einer antigenprasentierenden Zelle (z.B. einem Monozyten) einen HLA/Peptid-
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Komplex erkennt, aktiviert wird und das Zytokin Interferon-y (IFN- y) ausschuttet. Das
Zytokin wird dann im naheren Bereich der T-Zelle durch einen passenden Antikérper auf
der Membran am Boden des GefalRes gebunden und spater mittels einer enzymatischen
Farbereaktion sichtbar gemacht. Zur Ermittlung der Haufigkeit von U38-spezifischen T-
Zellen wurden ein IFN-y-ELISpot mit kryokonservierten Zellen des HHV-6 positiven
Spenders 0308 durchgeflihrt, mit den einzelnen horizontalen und vertikalen Subpools
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Ex vivo Héaufigkeiten von HHV-6 spezifischen T-Zellen gegen das Antigen U38. Je well einer
ELISpot-96-well-Platte wurden 2,5 x 10° frisch aufgetaute PBMCs verwendet. In dieser Darstellung wurden die
Ergebnisse auf Spots pro 10° Zellen umgerechnet. Die gestrichelte Linie markiert die Negativkontrolle plus 3-
fache Standardabweichung (,>3 SD").
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Sowohl Pool 1 als auch Pool 2 zeigten im ELISpot nur sehr geringe T-Zellantworten gegen
die Subpools der DNA-Polymerase U38 ebenso wie gegen die beiden Gesamtpools 1 und
2, die zusammen das U38-Antigen abdecken (Abbildung 12). Die Anzahl der gemessenen
Spots gegen einzelne Subpools lag zwischen 15 und 80 Spots je 1 Million Zellen. Die
unspezifische Hintergrundreaktion lag bei 20 Spots. Die héchsten Signale, mit Gber 70
Spots je 1 Million Zellen, gab es bei den Subpools Nummer 3, 10, 24 und 32. Zwar lagen
diese Signale erheblich Uber der Negativkontrolle, sind jedoch noch nicht hoch genug, um
die Anwesenheit entsprechender spezifischer T-Zellen ohne Uberpriifung mit hoher
Konfidenz anzunehmen. Insgesamt hatten bei diesem Spender U38-spezifische T-Zellen
eine klar niedrigere Haufigkeit, als sie z.B. fur T-Zellen gegen dominante Antigene anderer
Herpesviren wie CMV oder EBV im gleichen Testsystem beobachtet wird (Elkington et al.
2003).

4.2.2 Anreicherung der U38-spezifischen T-Zellantwort durch Peptid-

stimulationen

Nachdem die ELISpot Analysen gezeigt hatten, dass HHV-6 spezifische T-Zellen ex vivo
in zu geringer Haufigkeit vorhanden waren, um sie unmittelbar weiter analysieren zu
kénnen, wurde eine Restimulationsmethode gewahlt, um zu virusspezifischen T-
Zellkulturen zu gelangen und mit diesen die Spezifitdt und Funktion von U38-spezifischen
Zellen untersuchen zu kdnnen. Es wurde auf das bereits erfolgreich etablierte Protokoll
von Wiesner et al. (2008) zurtickgegriffen, das sich mit der Anreicherung von EBV und
CMV spezifischen T-Zellen befasst. Hierbei werden frisch aus Vollblut isolierte oder
kryokonservierte PBMCs je zur Halfte mit der gesamten Peptidbank des zu
untersuchenden Antigens fir 2h bei 37°C beladen. AnschlieRend werden durch
mehrmaliges Waschen die ungebundenen Peptide entfernt und die beladenen PBMCs
werden im Verhaltnis von 1:1 mit unbeladenen PBMCs zusammen kultiviert. Hierbei soll
die Zellzahl 2,5x10° pro ml betragen, um ein optimales Zellwachstum zu garantieren. Da
das Antigen U38 aus insgesamt 255 Einzelpeptiden bestand, und es Ublich ist, eine
Maximalpeptidanzahl fur eine T-Zellkultur von 150 Peptiden nicht wesentlich zu
uberschreiten (Ameres et al. 2015; Kern, Faulhaber, Frommel, et al. 2000), wurden zwei
T-Zellkulturen parallel angesetzt, wobei Kultur 1 mit den ersten 144 Peptiden (Gesamtpool
1) und Kultur 2 mit den restlichen 111 Peptiden (Gesamtpool 2) stimuliert wurde.

Nach zehn Tagen wurde mit bestrahlten, autologen und mit den entsprechenden Peptiden
beladenen CD40-aktivierten B-Blasten restimuliert, wobei das Verhaltnis von T-Zellen zu

B-Blasten 4:1 betrug. Um als Wachstumsfaktor zu fungieren, wurde das Zytokin Interleukin
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2 (IL-2) zur Kultur zugegeben, dessen Konzentration alle sieben Tage schrittweise erhdht
wurde.

Die mit den U38-Peptiden stimulierten T-Zelllinien wurden in den ersten finf Wochen im
Durchflusszytometer analysiert, um die Anteile von CD4'-und CD8*-T-Zellen zu
bestimmen, um friihzeitig zu erkennen, ob die CD8*-T-Zellen eventuell von CD4*-T-Zellen
verdrangt werden wirden (Abbildung 13). In beiden Kulturen steigerte der CD8"-T-
Zellanteil in den ersten 17 Tagen und blieb anschlieRend bei rund 50-70 % konstant. Die

restlichen Zellen waren iberwiegend CD4*-T-Zellen.
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Abbildung 13: Analyse der T-Zellkulturen von U38 mittels Durchflusszytometer. Es wurden jeweils sechs

Zeitpunkte bis Tag 38 nach Ansetzen der Kulturen gemessen.

Nach 31 Tagen in Kultur, also nach der vierten Restimulation, wurden die beiden T-
Zelllkulturen auf das Vorhandensein von U38-spezifischen T-Zellen untersucht. Hierbei
wurden je 1,5x10° T-Zellen mit 1,5 x10° autologen B-Blasten in Anwesenheit von Peptid-
Subpools oder dem jeweils dazu passenden Gesamtpool inkubiert (Abbildung 14 A und
C). Hierbei zeigte sich allerdings weder in Kultur 1 noch Kultur 2 eine starke Anreicherung
von spezifischen T-Zellen. In beiden Kulturen wurde eine hohe Hintergrundreaktivitat
gegen die autologen, unbeladenen B-Blasten gemessen und eine peptidspezifische
Reaktivitat war nicht erkennbar. Das Restimulationsprotokoll wurde noch weitere drei
Wochen fortgesetzt und dann erneut die gleiche Analyse wie gerade beschrieben
durchgeflhrt.

Nach somit insgesamt sieben Wochen Restimulation zeigten sich in beiden T-Zellkulturen
nun eine klare Anreicherung von U38-spezifischen T-Zellen gegen bestimmte Teile des
Antigens (Abbildung 14 B). Kultur 1 zeigte eine starke Antwort auf die Peptide aus den
Subpools 8 und 9, Kultur 2 reagierte stark gegen die Subpools 31, 32 und 33 (zudem noch
schwach gegen die Subpools 27 und 28). Die Signale von zwei, in selteneren Fallen sogar

von drei benachbarten vertikalen Peptidpools gehen oft auf das gleiche Epitop zurlick

40
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(Ameres et al. 2015), da derart benachbarte Pools Peptide enthalten, die sich in 11
Aminosauren Uberschneiden und typische CD8*-T-Zellepitope mit einer Lange von 9
Aminosauren meist in mehr als einem der benachbarten Pools vertreten sind. Daher lie
sich in diesem Stadium der Analyse sagen, dass in Kultur 1 und Kultur 2 jeweils T-Zellen

gegen mindestens ein Epitop klar expandiert waren, eventuell auch gegen weitere Epitope.
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Abbildung 14: Quantifizierung der funktionellen Anreicherung von spezifischen, IFN-y sezernierenden T-Zellen
in den T-Zellkulturen 1 und 2 von Spender 0308 nach Stimulation mit U38-Peptiden. Die T-Zellen wurden nach
4 Wochen Kultur (A) und nach 7 Wochen Kultur (B) gegen Peptidpools in Anwesenheit autologer B-Blasten

wie angegeben getestet, und die Menge des (iber Nacht freigesetzten IFN-y wurde im ELISA ermittelt.



Ergebnisse 79

4.2.3 Einzelzellklonierung der U38-spezifischen T-Zelllinien

Da Spezifitdt und Funktion von T-Zellen anhand von T-Zellklonen am genausten untersucht
werden kénnen, wurden die beiden mit U38-Peptiden stimulierten T-Zellkulturen nach
sieben Restimulationen und der beobachteten funktionellen Anreicherung von U38-
spezifischen T-Zellen (siehe 4.2.2) einer Einzellzellklonierung unterzogen. Die daflr
notigen Ansatze zur limitierenden Verdinnung wurden an Tag 58 durchgefiihrt. Hierbei
wurden ausgehend von den polyklonalen Kulturen 1 und 2 je 1920 Mikrokulturen (20
Platten zu je 96 wells) angesetzt, davon 960 Mikrokulturen mit statistisch je 0,7 T-Zellen

und die restlichen 960 Mikrokulturen mit statistisch je 2,5 T-Zellen.

Nach finf Wochen wuchsen aus diesen Ansatzen in 135 Mikrokulturen makroskopisch
sichtbare Zellpopulationen aus. Jede dieser ausgewachsenen Mikrokulturen wird erneut
wie bereits in 4.1 beschrieben im Folgenden vereinfachend als "Klon" bezeichnet, obwohl
die Kriterien eines ,echten” Klones, also einer monospezifischen und monoklonalen T-
Zelllinie, noch mittels der hier folgenden Analysen gepruft werden mussten.

Von den insgesamt 135 ausgewachsenen Klonen, wuchsen 38 Klone aus Gesamtpool 1,
hier betrug die Kloniereffizienz somit nur etwa 2 %. Die Klone 1 bis 10 entstammten der
Verdiunnungsstufe von 0,7 Zellen pro well, die Klone 11 bis 38 aus der Verdiinnungsstufe

von 2,5 Zellen pro well.

Aus Gesamtpool 2 wuchsen 97 Klone aus, sodass hier die Kloniereffizienz etwa 5 %
betrug. Hier gingen die Klone 39 bis 59 aus der Verdinnungsstufe von 0,7 Zellen pro well
hervor und die Klone 60 bis 135 aus der Verdinnungsstufe von 2,5 Zellen pro well. Far
beide Ausgangskulturen wurde also konsistent beobachtet, dass die Klonierungseffizienz
der eingesetzten Zellzahl (0,7 oder 2,5 Zellen pro well) in etwa proportional war.

Im nachsten Schritt musste geklart werden, ob die ausgewachsenen Klone auch gegen
das U38 Antigen spezifisch reagierten. Deshalb wurden mittels einer IFN-y-ELISA-Analyse
die Klone 1 bis 38 auf die spezifische Erkennung des U38-Gesamtpools 1 und die Klone
39 bis 135 auf den U38-Gesamtpool 2 untersucht (Abbildung 15). Die meisten Klone
reagierten etwas starker in Ansatzen ohne U38-Peptide als mit Peptiden oder waren
vollstandig unreaktiv und wurden daher von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die
verbleibenden Klone (in Abbildung 15 mit Pfeil markiert) wurden im Folgenden weiter
analysiert, unabhangig davon, ob sie ihre Reaktivitat gegen U38-Peptide im Vergleich zur
Kontrolle stark oder nur gering erhdht war. Die Mehrzahl der betreffenden Klone zu
Gesamtpool 1, aber nur eine Minderzahl der Klone zu Gesamtpool 2 zeigte ein sehr

deutlich U38-peptidspezifisches Erkennungsmuster.
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Von den 10 weiter zu analysierenden Klonen aus Gesamtpool 1 entstammten drei Klone
der 0,7 Zellen/well- und sieben der 2,5 Zellen/well-Verdinnungsstufe. Die neun zu
untersuchenden Klone aus Gesamtpool 2 entstammen alle der Verdlinnungsstufe von 2,5

Zellen pro well.
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Abbildung 15: Ausgewachsene Klone aus Gesamtpool 1 (A) und Gesamtpool 2 (B). Die Pfeile markieren die
Klone, die in Anwesenheit von U38-Gesamtpools stérker reagieren als in deren Abwesenheit. Diese markierten
Klone wurden im weiteren Verlauf genauer analysiert. Klone 1 bis 10 (A) und 39 bis 59 (B) entstammten der

Verdiinnungsstufe von 0,7 Zellen pro well, die iibrigen einer Verdiinnung von 2,5 Zellen pro well.
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4.2.4 I|dentifizierung von T-Zellepitopen im Antigen U38

Durch Restimulation und weitere 10 Tage Kultivierung konnten 19 Klone expandiert
werden. AnschlieRend wurde ihre Funktionalitdt gegeniiber U38 im Test mit U38-Peptid-
Subpools genauer analysiert.

Die Anordnung der Subpools soll hier nochmals kurz erlautert werden. Jedes einzelne
Peptid der U38-Peptidbank besteht aus 15 Aminosauren, wobei benachbarte Peptide
einen gemeinsamen Uberlappungsbereich von 11 Aminosduren besitzen. Das bedeutet
beispielsweise, dass Peptid 1 aus den Aminosauren 1 bis 15 besteht und das benachbarte
Peptid 2 dann aus den Aminosauren 5 bis 19. Somit ist jede Teilsequenz bis zu einer Lange
von 12 Aminosauren in der Peptidbank enthalten. Dies ermdglicht eine Identifizierung aller
CD8*-T-Zell-Epitope, die bis zu 12 Aminosauren lang sind, was auf die grol3e Mehrzahl der
CD8-Epitope zutrifft. Auch die meisten CD4"-Epitope kdnnen erfasst werden (Kern et al.,
2000). Optimale CD4*-Epitope haben zwar oft eine Lange im Bereich von 15 Aminosauren,
aber im Gegensatz zu CD8"-T-Zellepitopen sind ihre Enden nicht prazise definiert und sie
werden auch in verklrzter Form oft noch erkannt (Ameres et al. 2015). Wie bereits
beschrieben, wurden die 255 Peptide der U38-Peptidbank auf Gesamtpool 1 (144 Peptide)
und Gesamtpool 2 (111 Peptide) verteilt. Die 144 Peptide, die zu Gesamtpool 1 gehdren,
wurden analog einer zweidimensionalen Matrix in 24 Gruppen, sog. Subpools angeordnet
(Abbildung 16). Hierbei wurde jedes Peptid je einem horizontalen und einem vertikalen
Pool zugeordnet, sodass spater die Identifikation des von einem T-Zellklon erkannten
Peptids mittels eines Funktionstests mit nur 24 einzelnen Reaktionen maoglich ist, anstatt

alle 144 Peptide einzeln zu testen.

Pool 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
14 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
15 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
16 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
17 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
18 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72
19 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84
20 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
21 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108
22 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120
23 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
24 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144

Abbildung 16: Zusammensetzung der Peptid-Subpools aus dem Antigen U38 zur Identifizierung neuer T-
Zellepitope. Insgesamt besteht die Peptidbibliothek des Antigens U38 aus 251 Einzelpeptiden, die allerdings
zu viele fiir einen einzigen Peptidmix wéren. Deswegen wurden die Peptide in zwei groBe Gesamtpools
unterteilt. Die hier dargestellten 144 Einzelpeptide sind Gesamtpool 1 des Antigens U38. Jedes der 144
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Einzelpeptide (weil3) wurden je einem der 12 ,vertikalen“ und einem der 12 ,horizontalen” Subpools (grau)
zugeordnet. In blau, violett und griin sind die von Klon 9-1 erkannten vertikalen und horizontalen Subpools
gekennzeichnet. Die rot markierten Peptide 128 und 129 zeigen die Schnittmenge der markierten Subpools
von Klon 9-1.

Zur ldentifizierung der spezifischen Epitope wurden autologe B-Blasten mit jeweils einer
der 24 Peptidmischungen beladen und fur 16 h kokultiviert. Anschliefend wurde die IFN-
y- Konzentration in den Uberstanden mittels eines ELISA-Tests quantitativ bestimmt.
Beispielhaft gezeigt wird das Ergebnis fur Klon 9-1, dieser zeigte eine Erkennung der
vertikalen Subpools 8 und 9 und des horizontalen Subpools 23 (Abbildung 17), sowie des
Gesamtpools 1. Alle Reaktivitdten waren nahezu gleich stark, was demonstriert, dass die
Anwesenheit jeweils anderer irrelevanter Peptide in solchen Analysen das Ergebnis nicht
wesentlich beeinflusst. Im gedachten ,Kreuzungspunkt® dieser Peptidpools liegt somit das
tatsachliche Epitop (Abbildung 16), also im Uberschneidungsbereich der Einzelpeptide 128
und 129.
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Abbildung 17: Erkennung von vertikalen und horizontalen Subpools aus dem Antigen U38 des Klons 9-1. Es
wurden B-Blasten mit dem jeweiligen Subpool beladen und mit dem T-Zellklon 9-1 fiir 16 h kokultiviert. Am

néchsten Tag wurde die gebildetet IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von Duplikaten gezeigt.
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Dieser hat die Sequenz VVFEGQQKKIF (siehe auch Abbildung 18 und die Sequenzen
aller Peptide in Tabelle 8). Im nachsten Schritt wurde dies Uberprift, indem der T-Zellklon
mit den Einzelpeptiden 126 bis 131 getestet wurde (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Identifizierung von Einzelpeptiden, die von dem U38-spezifischen T-Zellklon 9-1 erkannt werden.
Es wurden B-Blasten mit dem jeweiligen Einzelpeptid (1 ug/ml) beladen und mit dem T-Zellklon 9-1 fiir 16 h
kokultiviert. Am néchsten Tag wurde die gebildetet IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von

Duplikaten gezeigt.

Hierbei bestatigte sich, dass der Klon 9-1 beide Einzelpeptide, 128 und 129, klar und mit
ahnlicher Reaktionsintensitat erkannte. Andere Peptide in der weiteren Umgebung der
U38-Sequenz wurden nicht erkannt. Somit erkannte der T-Zell-Klon als Epitop eine

Sequenz im Uberschneidungsbereich dieser beiden Einzelpeptide (Abbildung 19).

127 LAHVTARCVVEFEGQQ
Subpool 8 128 TARCVVFEGQQKKIF
Subpool 9 129 VVFEGQQKKIFPCIL
130 GQQKKIFPCILTEAK

Abbildung 19: Aminosduresequenzen der von Klon 9-1 erkannten (128, 129) und der benachbarten Peptide
(127, 130) aus dem Gesamtpool 1 zum Antigen U38. Rot markiert ist der Uberlappungsbereich von Peptid 128

und 129, der vermutlich das erkannte Minimalepitop enthélt.

Der Klon 13-1 erkannte jeweils nur einen vertikalen (Nr. 12) und einen horizontale (Nr. 16)
Subpool. Diese beiden Subpools lGberschneiden sich im Peptid 48. Das bedeutet, dass der
Klon 13-1 spezifisch gegen ein Epitop reagiert, das sich in der Sequenz NLFKVSEGNEY
befindet.
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Abbildung 20: Erkennung von vertikalen und horizontalen Subpools aus dem Antigen U38 des Klons 13-1. Es
wurden B-Blasten mit dem jeweiligen Subpool beladen und mit dem T-Zellklon 13-1 fiir 16 h kokultiviert. Am

néchsten Tag wurde die gebildete IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von Duplikaten gezeigt.
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Abbildung 21: Identifizierung von Einzelpeptiden, die von dem U38-spezifischen T-Zellklon 13-1 erkannt
werden. Es wurden B-Blasten mit dem jeweiligen Einzelpeptid (1 ug/ml) beladen und mit dem T-Zellklon 13-1
fiir 16 h kokultiviert. Am nédchsten Tag wurde die gebildetet IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte

von Duplikaten gezeigt.

Auf diese Weise wurden alle 19 potentiellen U38 spezifischen T-Zellklone getestet
(Abbildung 22 und Abbildung 23). Hier stellte sich allerdings heraus, dass nur elf Klone ein
U38-Peptid erkennen, die restlichen acht Klone reagierten unspezifisch auf die autologen
B-Blasten und wurden somit nicht weiter analysiert. Als Beispiel hierfur dient Klon 25-1,
dieser zeigte eine Erkennung aller vertikaler und horizontaler Subpools, sodass kein klares

Erkennungsmuster erkennbar war (Abbildung 24).
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Abbildung 22: Erkennung von vertikalen und horizontalen Subpools der Klone aus dem Gesamtpool 1 von U38.

Es wurden B-Blasten mit dem jeweiligen Subpool beladen und mit einem T-Zellklon fiir 16 h kokultiviert. Am

néchsten Tag wurde die gebildete IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von Duplikaten gezeigt.



Ergebnisse 86

25
26
27
28
29
309k
31
3541

L 36

800 1 Klon 108-2 14+ Klon 134-2
700 124
_soo- _ 1]
E 5001 £
) S 8-
£ 400 £
> T 61
E 300 z
200 41
100 24
0 ] : | 0 [
N ™ © n o
™ ™ o < N N

329
3341

=
~ O O O T 0 ©
N NN O™ M ™o o
L IL
vertikale horizontale

NO OO T N®OY W NOo oo T NN Y Ve
@ mmFT T TS ® MmO TETT TS

Gesamtpool 2

L
vertikale horizontale

Gesamtpool 2

ohne Peptid

Subpools Subpools

Abbildung 23: Erkennung von vertikalen und horizontalen Subpools der Klone aus dem Gesamtpool 2 von U38.
Es wurden B-Blasten mit dem jeweiligen Subpool beladen und mit einem T-Zellklon fiir 16 h kokultiviert. Am

néchsten Tag wurde die gebildete IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von Duplikaten gezeigt.

Dies war im Einklang mit dem vorlaufigen Befund aus dem urspriinglichen Screening, dass
dieser Klon peptidbeladene B-Zellen nur geringfiigig starker erkannt hatte als unbeladene
(Abbildung 15). Dieser und ahnliche Klone mit entsprechendem Ergebnis (insgesamt acht)
wurden verworfen und nicht weiter analysiert. Es ist nicht ganz auszuschlieRen, dass mit
dem hier beschriebenen Verfahren neben U38-Peptid spezifischen auch unspezifisch B-
Zell-reaktive T-Zellklone generiert wurden. Wie bereits friher gezeigt wurde, fuhrt die
Stimulation mit aktivierten B-Zellen als antigenprasentierenden Zellen auch zu einer
Vermehrung von autoreaktiven, moglicherweise B-Zell-spezifischen T-Zellklonen
(Adhikary et al. 2007).
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Abbildung 24: Beispiel eines Klons, der unspezifisch reagiert und kein Peptid aus dem Antigen U38 erkannt
hat. Es wurden B-Blasten mit dem jeweiligen Subpool beladen und mit einem T-Zellklon fiir 16 h kokultiviert.

Am néchsten Tag wurde die gebildete IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von Duplikaten gezeigt.
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Nachdem die Epitopsequenzen der antigenspezifischen Klone ermittelt waren, wurde der
Phanotyp der elf Klone bestimmt. Hierbei ging es vor allem um die Frage, ob die Klone
CD4"- oder CD8*- T-Lymphozyten waren.

Hierfur wurden die T-Zellklone an Tag sieben nach Restimulation mit Feederzellen jeweils
mit Antikbrpern gegen die Oberflachenantigene CD3, CD4 und CD8 gefarbt und im
Durchflusszytometer gemessen. Hierbei zeigten sich drei verschiedene Klonalitatstypen
(Abbildung 25). Die Klone 3-1, 4-1 ,13-1 und 134-2 enthielten ausschliellich CD4*-T-
Zellen, dagegen zeigten die Klone 9-1, 20-1, 34-1 und 108-2 eine ausschlieRliche CD8"-
Population. Geringe Hintergrundkomponenten (unter 2 %) von T-Zellen anderen
Phanotyps sind in solchen Analysen unvermeidbar, da die T-Zellklone regelmaRig mit
bestrahlten PBMC restimuliert werden, die CD8-und CD4*-T-Zellen enthalten (die
allerdings nicht proliferationsfahig sind). Drei Mikrokulturen (23-1, 29-1 und 36-1) zeigten
eine gemischte Population, die aus CD4*- und aus CD8"-T-Zellen bestand. Diese drei
Kulturen waren somit nachweislich keine Klone, sondern Gemische aus je mindestens zwei
Klonen. Diese ,Mischklone® entstammten alle dem gleichen Verdunnungsansatz, namlich

,U38 Gesamtpool 1“ mit hdherer eingesetzter Zellzahl (2,5 Zellen / well).

Klon 3-1 Klon 9-1 Klon 29-1
monoklonale CD4*-Population monoklonale CD8*-Population oligoklonale CD4*/CD8*-Population
99,5% 70,5%

CD4+

27,5%

CD8+

Abbildung 25: Durchflusszytometrische Analyse der antigenspezifischen T-Zellklone. Der Klon 3-1 dient als
Beispiel einer monoklonalen CD4*-Population, der Klon 9-1 einer monoklonalen CD8* Population und der Klon
29-1 einer oligoklonalen CD4*-und CD8*-Population.
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Einen Uberblick aller elf U38-spezifischen Klone und Mikrokulturen bietet Tabelle 25.
Neben der spezifisch erkannten Aminosauresequenz ist auch der jeweilige T-Zellphanotyp
angegeben. Unter den elf Klonen und Mikrokulturen sind acht vermutlich echte T-Zellklone,
da sie erstens nur homogen entweder CD4 (vier Kulturen) oder CD8 (vier Kulturen)
exprimierten und zweitens nur je ein Epitop erkannten. Die drei verbleibenden
Mikrokulturen dagegen (23-1, 29-1 und 36-1) waren mit einiger Wahrscheinlichkeit
Mischkulturen aus einem CD4*- und einem CD8*-T-Zell-Klon, da sie klar erkennbare
Subpopulationen von CD4"- und CD8*-T-Zellen enthielten und je zwei Epitope erkannten,
namlich stets das Peptidpaar 129/130 sowie je ein weiteres nur von der betreffenden

Mikrokultur erkanntes Peptid (oder Peptidpaar).
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Tabelle 25: Ubersicht der aus der limitierenden Verdiinnung hervorgegangenen T-Zellkulturen und
vermutlichen T-Zellklone gegen das Antigen U38. Es konnten insgesamt elf verschiedene U38-spezifische
Mikrokulturen hinsichtlich ihrer Spezifitat charakterisiert werden. Je vier der Kulturen waren vermutlich reine
CD4* bzw. CD8* Klone und erkannten jeweils ein Epitop (d.h. ein spezifisches Peptid oder ein Paar
liberlappender Peptide. Die drei verbleibenden Kulturen hatten einen gemischten CD4* und CD8* Phé&notyp
und erkannten je zwei Epitope. Die jeweils erkannten 15-mere sind genannt, die Uberlappungsbereiche von
erkannten Peptidpaaren sind fett gedruckt. Soweit Minimalepitope definiert werden konnten, sind diese
unterstrichen (siehe unten im Text). Die erkannten 15-mere wurden in allen Féllen in einem zweistufigen
Prozess ermittelt, erstens mittels Subpools (vertikal und horizontal), und zweitens zur Uberpriifung dieses

Resultats durch Testung gegen die somit als Kandidaten in Frage kommenden Einzelpeptide.

Bezeichnun vertikaler horizontaler erkanntes Aminosiuresequenz T-Zell-
9 Subpool (Nr.) Subpool (Nr.) Peptid (Nr.) q phanotyp
31 2 17 50 NFYVSQRIGKILONE CD4
3 51 SQRIGKILONEGFVV
41 10 17 58 DNGFLSFGWYNVKKY CcD4
9-1 8 23 128 TARCVVFEGQQKKIF CcD8
9 129 VVFEGQQKKIFPCIL
1 16 47 NTVVNLFKVSFGNFY CD4
13-1
12 48 NLFKVSFGNFYVSQR
8 23 128 TARCVVFEGQQKKIF CcD8
20-1
9 129 VVFEGQQKKIFPCIL
8 23 128 TARCVVFEGQQKKIF CcD8
231 9 129 VVFEGQQKKIFPCIL
12 16 48 NLFKVSEFGNEYVSQR CD4
2 19 74 PDAENLGDIVIQISV CD4
29-1 3 75 NLGDIVIQISVVSFED
8 23 128 TARCVVFEGQQKKIF CD8
9 129 VVFEGQQKKIFPCIL
8 23 128 TARCVVFEGQQKKIF CcD8
34-1
9 129 VVFEGQQKKIFPCIL
11 19 83 QIDGVHIYEFASEFE CD4
8 23 128 TARCVVFEGQQKKIF CcD8
36-1
9 129 VVFEGQQKKIFPCIL
32 45 248 KLLLYLLPMKVYLDE CcD8
108-2
33 249 LYLLPMKVYLDETFS
134-2 25 39 169 YGVTGAAHGLLPCVA CD4

26 170 GAAHGLLPCVAIAAS
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4.2.5 Bestimmung der HLA-Restriktion

T-Zellen kénnen nur dann aktiviert werden, wenn ihr TCR ihr spezifisches Antigen erkennt.
Dabei handelt es sich um einen Komplex aus spezifischem Peptid, das an ein bestimmtes
HLA gebunden ist, d.h. die Antigenerkennung durch T-Zellen ist HLA-restringiert. Zum
Beispiel muss bei der adoptiven T-Zelltherapie der Patient Uber das geeignete HLA
verfugen, damit die T-Zellen reagieren kénnen. Fur Zwecke des Immunmonitorings ist die
Kenntnis der HLA-Restriktion ebenfalls notwendig. Daher wurden die oben identifizierten
T-Zellklone und Mikrokulturen auf ihre spezifische HLA-Restriktion hin weiter analysiert.
Die Kulturen waren durch Stimulation mit einem Peptidgemisch generiert worden, welches
das U38-Antigen vollstandig abdeckte, ohne vorherige Auswahl von Subsequenzen mit
bestimmten HLA-Bindemotiven. Daher war das Verfahren HLA-unabhangig und es
bestand die Méglichkeit, T-Zellen beliebiger HLA-Restriktionen zu identifizieren, soweit die
HLAs im T-Zell-Spender vorhanden waren.

Wie in Tabelle 25 gezeigt, konnten sowohl CD4*-, als auch CD8"-T-Zellklone gegen das
Antigen U38 erfolgreich kultiviert werden. Die erkannten Epitope umfassten mindestens
zwei unterschiedliche CD8'-T-Zellepitope (daher sehr wahrscheinlich HLA-Klasse-I
restringiert) und sechs CDA4"-T-Zellepitope (HLA-Klasse-ll-restringiert). Deren HLA-
Restriktionen wurden mit unterschiedlichen Methoden nachgewiesen. Bei den CD8*-T-
Zellklonen wurden ein oder wenige in Frage kommende HLA-Molekule durch die
Koinkubation der T-Zellen mit peptidbeladenen allogenen BBLs unterschiedlichen HLA-
Typs und anschlieRende Quantifizierung von freigesetztem IFN-y ermittelt. Die Restriktion
der CD4"-T-Zellklone durch eine der drei HLA-Klasse-ll-Isoformen wurde im ersten Schritt
mittels blockierender Antikdrper gegen jede der drei Subklassen (HLA-DP, -DQ, -DR)
eingegrenzt. Im zweiten Schritt wurde die so ermittelten HLA-Restriktionsmuster sowohl
der CD8- als auch die CD4*-T-Zellklone durch Stimulation mit den jeweils in Frage

kommenden HLA-Molekilen transfizierte, peptidbeladene DG-75-Zellen Uberprift.
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4.2.5.1 Ermittlung mittels allogener B-Blasten

HLA-Klasse-I-Molekule binden Peptide mit einer Lange von 8 bis Uber 12 Aminosauren in
der dafur vorgesehenen "Peptidbindefurche". Die am haufigsten vorkommende Lange ist
9 Aminosauren, je nach HLA-Allel werden auch andere Peptidlangen mehr oder weniger
oft beobachtet. Der Spender 0308 besal’ den folgenden HLA-Klasse-I-Typ: HLA-A*02:01,
*03:01; HLA-B*07:02, *39:01; HLA-C*07:02, *12:03. Zunachst kam also jeder dieser sechs
HLA-Allotypen als Restriktionselement fiir die CD8"-Klone in Frage.

Die Klone und Mikrokulturen 9-1, 20-1, 23-1, 29-1, 34-1, 36-1 erkannten jeweils die beiden
benachbarten 15-mere (Peptide Nr. 128 und 129) mit nahezu identischer Intensitat. Dies
legte nahe, dass der Uberlappungsbereich der beiden Peptide, mit der Sequenz
VVFEGQQKKIF, das Minimalepitop vollstandig enthielt. Dieser Sequenz fehlten typische
Ankerreste (Sarkizova et al. 2020) fur die Allele HLA-B*07:02 (Pro in Position 2), B*39:01
(His in Position 2) und C*07:02 (Tyr oder Arg in Position 2). Vorhanden war ein
aliphatischer Ankerrest (hier Valin) in Position 2, der mit den drei verbliebenen HLA-
Restriktionen (A*02:01, A*03:01, C*12:03) kompatibel ware. Vorhanden waren auf3erdem
Lys-Reste, die als C-terminale Ankerreste von HLA-A*03:01 gefordert werden. Auch eine
Restriktion durch HLA-A*02:01 oder C*12:03 erschien mdglich, mit einem lle (I) oder Phe
(F) als C-terminalem Ankerrest. Die sechs Klone bzw. LV-Kulturen, die die Peptidsequenz
VVFEGQQKKIF erkannten, wurden auf ihre Reaktion gegen allogene B-Blasten von
Spendern getestet, die nur entweder HLA-A*02:01 oder HLA-A*03:01 mit dem T-
Zellspender gemeinsam hatten (Abbildung 26). Je nach Erkennung der allogenen B-
Blasten konnte dann ein Rickschluss auf die jeweilige HLA-Restriktion getroffen

werden, die dann mittels HLA-Transfektion noch bestatigt werden musste.

In Abbildung 26 sind die CD8"-Klone 9-1, 20-1 und 34-1 und die Mikrokulturen 23-1, 29-1
und 36-1, die alle entweder nur die Peptidsequenz VVFEGQQKKIF oder diese in
Kombination mit einer anderen Peptidsequenz erkennen. Der Klon 9-1 erkennt die
autologen B-Blasten, die mit Peptid beladen wurden und sowohl HLA-A*02:01 als auch
HLA-A*03:01 positiv sind sehr gut. Der Klon wurde mit allogenen B-Blasten die entweder
HLA-A*02:01, HLA-A*03:01 oder keines der beiden HLA-Molekiile tragen mit und ohne
Peptid kokultiviert. Es zeigte sich, dass der Klon 9-1 die peptidbeladenen, allogenen B-
Blasten, die nur das HLA-A*03:01-Molekil mit den autologen B-Blasten teilten sehr gut
erkannte.

Dieselbe Vorgehensweise wurde bei dem Klon 108-2 angewendet. Es konnte eine HLA-

Restriktion auf HLA-A*02:01 festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 26: Uberpriifung der HLA-Restriktion der CD8*-T-Zellklone gegen das Antigen U38. Es wurden
Jeweils autologe und allogene B-Blasten mit und ohne passendem Peptid fiir 16 Stunden im ELISA mit dem

Jjeweiligen Klon im Verhéltnis von 1:1 kokultiviert. Gezeigt werden gemittelte Werte von Triplikaten.
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4.2.5.2 Ermittlung mittels anti-HLA-Klasse-lI-Antikorpern

Es gibt drei verschiedene Isoformen von HLA-Klasse-Il, namlich HLA-DR, HLA-DQ und
HLA-DP. Jede Isoform besteht aus zwei Polypeptidketten, a und 8, die von separaten
Genen in der HLA-Klasse-II-Region kodiert werden und mit Ausnahme von HLA-DRA (=
HLA-DRa) sehr polymorph sind. Im Gegensatz zu HLA-Klasse-I-Molekilen sind beide
Ketten eines HLA-Klasse-lI-Heterodimers an der Prasentation von Peptiden beteiligt und
somit fur die Bestimmung der HLA-Restriktion relevant.

Zunachst wurde die Restriktion auf eine der drei HLA-Klasse-lI-Isoformen eingegrenzt.
Anti-HLA-DR-, -HLA-DQ- oder -HLA-DP-Antikérper wurden verwendet, um
Wechselwirkungen der Peptid/HLA-Komplexe mit autologen B-Blasten, die das spezifische
Peptid prasentierten, von CD4*-T-Zellklonen zu blockieren (Ameres et al. 2015). Das
Blockieren einer irrelevanten HLA-Klasse-ll-Isoform beeinflusste die Erkennung von
prasentierten Epitopen durch einen T-Zellklon nicht. Das Blockieren der spezifischen HLA-
Klasse-ll-Isoform, die das Epitop eines T-Zellklons prasentierte, verringerte oder
verhinderte sogar komplett die Sekretion von IFN-y.

In Abbildung 27 werden exemplarisch vier verschiedene CD4*-T-Zellklone gegen das
Antigen U38 gezeigt. Alle vier erkennen die B-Blasten, die mit dem jeweiligen Peptid
beladen wurden, sehr gut. Die Klone 4-1 und 13-1 zeigen eine nur schwache bzw. keine
Erkennung der B-Blasten, neben dem Peptid auch mit dem anti-HLA-DR Antikdrper
inkubiert wurden. Daher besitzen diese beiden Klone eine HLA-DR-Restriktion. Der Klon
3-1 erkennt die B-Blasten, die mit dem anti-HLA-DP-Antikdrper inkubiert wurden am
schlechtesten daher, ist dieser HLA-DP restringiert. Der Klon 134-2 zeigt als einziger eine
HLA-DQ-Restriktion.
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Abbildung 27: Uberpriifung der HLA-Restriktion der CD4*-T-Zellklone gegen das Antigen U38. Es wurden B-

Blasten mit dem jeweiligen Peptid beladen und mit einen anti-HLA-spezifischen Antikérper inkubiert. Die so

behandelten B-Blasten wurden dann mit den CD4*-T-Zellklonen fiir 16 h kokultiviert. Am ndchsten Tag wurde

die gebildetet IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von Triplikaten gezeigt.
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4.2.5.3 Verifizierung mittels HLA-transfizierter DG-75-Zellen

In den letzten Abschnitten wurden Hinweise auf die HLA-Restriktion der U38-spezifischen
CD8- und CD4*-T-Zellkulturen erhoben. Um deren HLA-Restriktion nun noch genauer zu
testen, wurden Expressionsplasmide fiir unterschiedliche HLA-Molekiile in DG-75-Zellen
transfiziert und die T-Zell-Erkennung der transfizierten Zellen nach Peptidbeladung
untersucht. Die Burkitt-Lymphomzellinie DG-75 wurde ausgewahlt, da sie effektiv Antigen
auf HLA-Klasse-l und -ll prasentieren kdénnen und gut transfizierbar sind. Als
Transfektionskontrolle diente ein GFP-kodierendes Plasmid. Etwa 48 Stunden nach
Transfektion wurde die Transfektionsrate anhand des Anteils der GFP-positiven Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop abgeschatzt. Bei einer Transfektionsrate oberhalb von
60-70 % wurden die Zellen fir das folgende Experiment verwendet, unter der Annahme,
dass dann auch eine ausreichende Transfektions- und Expressionsrate fur das jeweilige
HLA-Expressionsplasmid zu vermuten war. Ein Teil der HLA-transfizierten und der nicht
transfizierten DG-75-Zellansatze sowie autologe BBL wurden mit dem jeweiligen Peptid
beladen, unbeladene Zellen wurden jeweils als Kontrolle ebenfalls verwendet. Zur
Peptidbeladung wurde jeweils ein 15-mer-Peptid verwendet, das in den bisherigen
Experimenten fir die betreffende T-Zellkultur zu der starksten Reaktion gefuhrt hatte
(unterstrichen in Tabelle 24).

Die Zielzellen wurden zusammen mit den HHV-6B-peptidspezifischen T-Zellklonen in
einem Verhaltnis von 1:1 (iber Nacht inkubiert und die IFN-y-Konzentration im Uberstand
am nachsten Tag mittels ELISA ermittelt. Abbildung 28 zeigt eine Auswahl der getesteten
CD8*-T-Zellklone. Alle drei gezeigten Klone wurden auf ihre Fahigkeit getestet, ob diese
ihr spezifisches Peptid auf autologen B-Blasten, untransfizierten DG-75 Zellen oder mit
einem passenden HLA-Plasmid transfizierte DG-75 Zellen erkannten. Sowohl Klon 9-1 als
auch 34-1 und der Klon 108-2 konnten ihr spezifisches Peptid auf autologen B-Blasten
erkennen. Keiner der Klone war in der Lage das Peptid auf untransfizierten DG-75-Zellen
aufgrund des fehlenden HLAs zu erkennen. Die beiden Klone 9-1 und 34-1 zeigten eine
deutlich erhdhte Reaktivitdt gegen DG-75 Zellen, die mit einem HLA-A*03:01-Plasmid
transfiziert und mit Peptid 129 beladen wurden, gegenuber allen Negativkontrollen (ohne
Peptid bzw. ohne HLA-Transfektion). Entsprechend zeigte der Klon 108-2 eine IFN-y-
Sekretion in der Anwesenheit von DG-75-Zellen, die mit einem HLA-A*02:01-Plasmid
transfiziert und mit Peptid 248 beladen wurden. Hiermit ist die HLA-A*02:01-Restriktion fir
den Klon 108-2 und die HLA-A*03:01-Restriktion fur die Klone 9-1 und 34-1 nachgewiesen.
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Abbildung 28: Reaktivitdt von CD8*-T-Zellklonen mit HLA-transfizierten DG-75-Zellen. Die DG-75-Zellen
wurden, wo angegeben, mit einem HLA-A*02:01- oder mit einem HLA-A*03:01-Expressionsplasmid transfiziert.
Die Klone 9-1 (A) und 34-1 (B) wurden auf eine HLA-A*03:01- restringierte Erkennung des Peptides 129
getestet, der Klon 108-2 (C) auf eine HLA-A*02:01-restringierte Erkennung des Peptids 248. Die so
behandelten DG-75-Zellen wurden dann mit den CD8*-T-Zellklonen fiir 16 h kokultiviert. Am néchsten Tag
wurde das freigesetzte IFN-y im ELISA gemessen. Es sind die Mittelwerte von Triplikaten gezeigt. Die Analyse

auf statistische Signifikanz wurde unter Verwendung eines durchzweiseitig ungepaarten t-Tests durchgefiihrt.
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In Abbildung 29 sind exemplarisch die Analysen von zwei CD4*-T-Zellklonen gezeigt. Die
Experimente basierten auf der vorhergehenden Identifikation der erkannten HLA-Klasse-
[I-lsoform (HLA-DP, -DQ oder -DR). Fur die gezeigten T-Zellklone wurden also alle drei in
Frage kommenden (im HLA-Typ des Spenders vorhandenen) Allotypen von HLA-DR
getestet, indem deren Expressionsplasmide in DG-75-Zellen transfiziert wurden. Sowohl
Klon 4-1 als auch Klon 13-1 konnten das Peptid auf autologen B-Blasten gut erkennen.
Beide Klone erkannten das Peptid auf DG-75-Zellen, die mit Plasmiden fir HLA-
DRB1*15:01 bzw. HLA-DRB1*11:01 transfiziert worden waren, auf dem Niveau des
Hintergrunds mit nicht HLA-transfizierten DG-75-Zellen. Lediglich in Anwesenheit von mit
HLA-DRB5*01:01 transfizierten DG-75-Zellen war die Reaktivitat beider Klone deutlich
erhoht. Das recht konstante Hintergrundsignal gegenuber peptidbeladenen DG75, die
nicht oder mit anderen HLAs transfiziert worden waren, ist vermutlich durch Prasentation
des Peptids durch die T-Zellen selbst zu erklaren, denn aktivierte T-Zellen exprimieren
HLA-Klasse-Il, und das Peptid war wahrend der Koinkubation der Zellen im Uberstand
anwesend. Somit ist die Schlussfolgerung zulassig, dass die beiden T-Zellklone HLA-
DRB5*01:01-restringiert waren. Da sie zwei unabhangige Peptide erkennen, (Nr. 58 bzw.
48), existieren somit mindestens zwei U38-Epitope, die durch dieses HLA-DR-Molekill

restringiert sind.
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Abbildung 29: Analyse der Kokultur von CD4*-T-Zellklonen mit HLA- transfizierten DG-75-Zellen. Die beiden
T-Zellklone 4-1 (A) und 13-1 (B) wurden jeweils auf ihre Erkennung von transfizierten DG-75-Zellen mit den
drei HLA-Expressionsplasmiden DRB1*15:01, DRB1*11:01 und DRB5*01:01 untersucht. Die Peptidbeladung
erfolgte mit Peptid 58 (zur Analyse von Klon 4-1) oder Peptid 48 (zur Analyse von Klon 13-1) aus der U38-
Peptidbibliothek von 15-meren (siehe Tab. 24). Die so behandelten DG-75-Zellen wurden dann mit den CD4*-
T-Zellklonen fiir 16 h kokultiviert. Am ndchsten Tag wurde die gebildetet IFN-y Menge gemessen. Es sind die
Mittelwerte von Triplikaten gezeigt. Die Analyse auf statistische Signifikanz wurde unter Verwendung eines

durchzweiseitig ungepaarten t-Tests durchgefiihrt.
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4.2.6 Aviditat von einzelnen Klonen bezuglich Peptidkonzentration

Im nachsten Schritt wurden ausgewahlte U38-spezifische T-Zellklone hinsichtlich ihrer
funktionellen Aviditat fur das Zielantigen mittels ELISA untersucht. Ein einfacher Test
hierfir besteht in der Analyse der T-Zellreaktivitdt gegen Zielzellen, die mit seriell
verdinntem Zielpeptid beladen wurden (Schuster et al. 2007). Hierbei wurden drei wichtige
sezernierte Effektormolekile gemessen: IFN-y, Granzym B und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a). Es wurden jeweils T-Zellen mit autologen B-Blasten kokultiviert, die mit
absteigenden Verdinnungen (10000 — 0 nM) des jeweiligen Peptids beladen worden
waren. Anschlieffend wurde die Menge von IFN-y, Granzym B und TNF-a bestimmt, die

von den T-Zellen in den Uberstand abgegeben wurde, bestimmt.
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Abbildung 30: Analyse der funktionellen Aviditat der U38-spezifischen T-Zellklone. Die HHV-6- spezifischen T-
Zellklone wurden zusammen mit autologen B-Zellen bei unterschiedlichen Konzentrationen des
entsprechenden U38-Peptids (bei Klon 3-1: Peptidnr. 50, bei Klon 4-1: Peptidnr. 58, bei Klon 13-1: Peptidnr.
48, bei Klon 134-2: Peptidnr. 169, siehe auch Tabelle 25) (iber Nacht inkubiert. Die Konzentration an
ausgeschiittetem IFN-y, Granzym B und TNF-a im Zellkulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Es sind

die Mittelwerte und Wertebereiche von Triplikaten gezeigt.



Ergebnisse 100

Wie in Abbildung 30 dargestellt, zeigen alle vier CD4*-Klone eine klare Dosisabhangigkeit
der T-Zellreaktivitdt von der Peptidkonzentration fir alle drei gemessenen
Effektormoleklle. Die beiden Klone 3-1 und 13-1 zeigten eine IFN-y-Reaktivitat bis zu
einer Konzentration von 1 nM Peptid. Die Klone 4-1 und 134-2 hingegen bendtigten eine
héhere Peptidkonzentration von Gber 100 nM, um eine IFN-y-Sekretion der T-Zellen zu
aktivieren. Alle vier Klone zeigten einen abnehmender Kurvenverlauf bezlglich der
Sekretion von TNF-a. Die beiden CD4"-Klone 3-1 und 4-1 setzten bei keiner
Peptidkonzentration Granzym B frei. Hingegen setzten die beiden CD8"-Klone bis zu der
Peptidkonzentration von 10 nM noch Granzym B frei.

Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass vier CD4'-T-Zellklone, die vier
unterschiedliche Epitope aus U38 erkannten, alle ein von IFN-y dominiertes, somit Th1-
artiges Zytokinprofil hatten. Zwei der CD4'-T-Zellklone konnten zudem Granzym B
sekretieren und wiesen somit eine Eigenschaft zytotoxischer T-Zellen auf. Zytotoxische
CD4*-T-Zellen wurden bereits flr eine Reihe anderer Viren wie den Herpesviren wie CMV
und EBV (Appay 2004; Cenerenti et al. 2022) und in einer neueren Arbeit auch fir HHV-
6B beschrieben (Becerra-Artiles et al. 2019).

4.2.7 Erkennung von HHV-6B-infizierten CD4*-Zellen

Die bisherigen Analysen der Reaktivitat der U38-spezifischen T-Zellklone waren
beschrankt auf die Verwendung von synthetischem Peptid als Antigen. Nun sollte ihre
gegenuber virusinfizierten Zellen und damit die Erkennung der viralen Proteine im
Viruskontext analysiert werden. Es wurde dieselbe Infektionsmethode verwendet wie
bereits in Kapitel 4.1.6 beschrieben. CD4*-T-Zellen wurden aus PBMCs von HLA-
passenden Spendern isoliert, mit PHA-M stimuliert und drei Tage spater mit dem HHV-6B-
Stamm HST infiziert. Die HHV-6-spezifischen T-Zellen wurden an zwei unterschiedlichen
Tagen nach Infektion mit den infizierten Zellen kokultiviert (Tag 3 oder Tag 6 nach Infektion)
und die Menge des sezernierten IFN-y wurde mittels ELISA bestimmt.

Der Klon 13-1 zeigt eine maximale Erkennung bereits an Tag 3 der Infektion. An Tag 6
nach Infektion gab es keine Erkennung der infizierten Zellen mehr (Abbildung 31).

Der CD8*-T-Zellklon 34-1 zeigte eine spezifische Erkennung der infizierten CD4*-T-Zellen
erst an Tag 6 nach Infektion (Abbildung 32). Am Tag 3 wurden nicht infizierte und infizierte
CD4*-T-Zellen gleichermaBen erkannt. Moglicherweise wurde hier eine bereits
vorhandene Erkennung des viralen Antigens durch eine nichtspezifische Erkennung
uberdeckt. Die Ursachen dieses nichtspezifischen Signals sind bisher noch nicht

abschlielend geklart.
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Abbildung 31: Erkennung von HHV-6B-infizierten CD4*-PHA-Blasten durch den HHV-6B-spezifischen T-
Zellklon 13-1. Es wurden CD4*-T-Zellen eines HLA-DR1*15:01-positiven Spenders mit HHV-6B (HST) 3 bzw.
6 Tage nach der Infetion mit dem CD4*-T-Zellklon fiir 16 h kokultiviert. Als Kontrollen wurde zum einen die mit
dem entsprechenden HHV-6B-Peptid beladenen bzw. unbeladenen autologen B-Blasten, als auch nicht
infizierte PHA-M-Blasten (,Kontrolle®) verwendet. Die Menge an in den Zellkulturiiberstand sezerniertem IFN-

y wurde am néchsten Tag mittels ELISA bestimmt. Es sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von

Duplikaten gezeigt.
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Abbildung 32: Erkennung von HHV-6B-infizierten CD4*-PHA-Blasten durch den HHV-6B-spezifischen T-
Zellklon 34-1. Es wurden CD4*-T-Zellen eines HLA-A*03:01-positiven Spenders mit HHV-6B (HST) 3 bzw. 6
Tage nach der Infetion mit dem CD8*-T-Zellklon fiir 16 h kokultiviert. Als Kontrollen wurde zum einen die mit
dem entsprechenden HHV-6B-Peptid beladenen bzw. unbeladenen autologen B-Blasten, als auch nicht
infizierte PHA-M-Blasten (,Kontrolle®) verwendet. Die Menge an in den Zellkulturiiberstand sezerniertem IFN-
y wurde am néchsten Tag mittels ELISA bestimmt. Es sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von

Duplikaten gezeigt.
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4.2.8 Bestimmung des Minimalepitops zweier Klone

In 4.2.4 wurde fur jeden U38-spezifischen Klon diejenigen 15mer-Peptide bestimmt, auf
die der Klon reagierte. Generell erkennen CD8"-Klone Epitope mit einer Lange von meist
nur 8 bis 11 Aminosauren. Diese Lange wird dadurch festgelegt, dass die MHC-I-Molekile
die von ihnen prasentierten Peptide sowohl C- als auch N-terminal binden. Die
tatsachlichen CD8"-Epitope werden bei der Verwendung von 15-mer-Peptiden in
Immunassays wahrscheinlich durch proteolytische Spaltung durch Serum- oder
Zelloberflachenproteasen gebildet, der Mechanismus ist allerdings nicht genau bekannt
(Maecker et al. 2001).

In Tabelle 25 erkennt man, dass drei CD8*-Klone aus dem Gesamtpool 1 das gleiche
Peptidpaar 128/129 erkennen (9-1, 20-1 und 34-1). Die gleiche Reaktivitat trat in drei
Mischkulturen auf, und im Vergleich zu den anderen gefundenen Epitopen war dies die
klar dominante CD8"-Spezifitat innerhalb von U38 bei diesem Spender. Reprasentativ fiir
diese Klone und Kulturen wurde der Klon 34-1 zur Ermittlung des Minimalepitops
herangezogen. Zudem wurde noch das Minimalepitop eines weiteren CD8"-Klones aus
dem Gesamtpool 2 ermittelt, des Klons 108-2.

Jeder der beiden Klone erkannte ein Paar benachbarter 15-mere (Tabelle 24) und fir beide
Klone galt, dass die beiden Peptide nahezu gleich stark erkannt wurden. Es wurde daher
davon ausgegangen, dass der 11 Aminosduren lange Uberlappungsbereich das
Minimalepitop vollstandig enthielt. Im Falle von Klon 34-1 war dies die 11-mer-Sequenz
VVFEGQQKKIF, im Fall von Klon 108-2 die Sequenz YLLPMKVYLD. Jeweils wurden die
beiden enthaltenen 10-mere und die 3 enthaltenen 9-mere synthetisiert und die Reaktion
der T-Zellen auf diese Peptide im direkten Vergleich getestet.

Zudem wurde ein Vergleich der genannten 11-mer-Sequenzen mit den homologen
Sequenzen aus HHV-6A und HHV-7 vorgenommen. Die beiden Sequenzen waren in HHV-
6A voll konserviert, HHV-7 zeigte jedoch Abweichungen.

Wie zuvor wurden die T-Zell-Klone mit peptidbeladenen B-Blasten 16 h koinkubiert und
anschlieend ein IFN-y-ELISA durchgefihrt.

Fir beide Klone konnte je ein 9-mer-Peptid aus HHV-6B U38 als wahrscheinliches
Minimalepitop ermittelt werden (Abbildung 33), da je ein solches 9-mer besser als die
anderen 9-mere und nicht schlechter als jedes der 10-mere erkannt wurde.

Bei Klon 34-1 war das bevorzugte 9-mer und wahrscheinlichste Minimalepitop
VVFEGQQKK, ein Peptid, das ein publiziertes Ankermotiv x®xxxxxxK (® = aliphatische
Aminosaure) fur HLA-A*03:01 enthielt (Sarkizova et al. 2020). Bei Klon 108-2 ergab sich
als wahrscheinliches Minimalepitop YLLPMKVYL. Dieses Peptid enthielt das Ankermotiv
xOxxxxxx®P, das das fur HLA-A*02:01 typisch ist (Sarkizova et al. 2020).
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Der T-Zell-Klon 34-1 erkannte neben dem 9-mer VVFEGQQKK, auch die in einer
Aminosaure veranderte Variante AVFEGQQKK aus dem Virus HHV-7 (Abbildung 33 A).
Dies schien plausibel, da der Aminosdureaustausch von Valin zu dem chemisch nicht ganz
unahnlichen Alanin in der Nicht-Ankerposition 1 mit dem Erhalt einer T-Zellerkennung
vereinbar scheint. Der T-Zell-Klon 34-1 koénnte somit auch HHV-7-infizierte Zellen
erkennen, was weiter unten noch getestet wird.

Der Klon 108-2 erkannte das getestete 10-mer aus HHV-7 im Rahmen der Genauigkeit
des Experiments ahnlich gut wie das homologe 10-mer aus HHV-6B (Abbildung 33 B).
Dies war nicht unbedingt zu erwarten, da zwischen den beiden Peptiden gleich vier
Aminosauren verandert waren. Zwischen dem am besten erkannten 9-mer aus HHV-6B
(YLLPMKVYL) und dem homologen 9-mer aus HHV-7 (SILPLKVYV) liegen somit ebenfalls
vier veranderte Aminosauren vor. Es erscheint recht unwahrscheinlich, dass der T-Zellklon
HHV-7 erkennen kénnte (wegen der hohen Zahl veranderter Aminosauren im Epitop), kann
jedoch nicht ganz ausgeschlossen werden (da die meisten Aminosauren durch chemisch
verwandte ersetzt sind).

Zum Experiment in Abbildung 33 muss angemerkt werden, dass das Hintergrundsignal
und die Fehlerbereiche recht hoch waren (man beachte die angepasste x-Achse). Leider
waren fir dieses Experiment die T-Zellklone in einem eher schlechten Zustand. Die
Ergebnisse sind daher mit Vorsicht zu betrachten, fligen sich allerdings widerspruchsfrei

in den bisherigen Gang der Untersuchungen ein.
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Abbildung 33: Zur Bestimmung der Minimalepitope von Klon 34-1 (A) und 108-2 (B) wurden von den erkannten
Peptiden jeweils Ladngenvarianten und die homologe Aminoséuresequenz aus den verwandten Virus HHV-7
des erkannten Peptids getestet. In rot markiert die verdnderten Aminosduren in HHV-7 dargestellt. Als
Positivkontrolle diente TPA/lonomycin. Die Klone wurden mit B-Blasten, die mit den jeweiligen Peptiden

beladen wurden fiir 16 h kokultiviert. Dann wurde die gebildetet IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte
von Duplikaten gezeigt.
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4.2.9 Erkennung von HHV-6A, -6B und -7 infizierten Zellen

Im Abschnitt 4.2.8 wurde gezeigt, dass Klone, die das Peptid VVFEGQQKK erkannten,
auch dessen HHV-7-Variante AVFEGQQKK erkannten. Daher wurden die Experimente
zur T-Zellerkennung von U38 in infizierten Zellen (wie in 4.2.7 fur HHV-6B gezeigt) nun auf
die beiden anderen humanen Roseoloviren HHV-6A und HHV-7 ausgeweitet. Getestet
wurden die beiden T-Zell-Klone 9-1 und 34-1, die zum Zeitpunkt des Experiments in
hinreichender Zahl verfugbar waren (Abbildung 34). Beide waren fir das HLA-A*03:01-
restringierte Epitop VVFEGQQKK spezifisch (siehe Tabelle 25).
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Abbildung 34: Erkennung von HHV-6-infizierten CD4*-T-Zellen durch U38-spezifische CD8*-T- Zellklone. Es
wurden CD4*-T-Zellen eines HLA-A*03:01-positiven Spenders mit HHV-6A (AJ), -6B (HST) und -7 (JI) 6 Tage
nach der Infetion mit den CD8*-T-Zellklonen fiir 16 h kokultiviert. Als Kontrollen wurde zum einen die mit dem
entsprechenden HHV-6B-Peptid beladenen bzw. unbeladenen autologen B-Blasten, als auch nicht infizierte
PHA-M-Blasten (,Kontrolle) verwendet. Die Menge an in den Zellkulturiiberstand sezerniertem IFN-y wurde
am néchsten Tag mittels ELISA bestimmt. Es sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten

gezeigt.

Auch hier wurde dieselbe Infektionsmethode verwendet wie bereits in Kapitel 4.1.6
beschrieben. Es wurden CD4*-T-Zellen aus PBMCs von HLA-passenden Spender isoliert,
mit PHA-M stimuliert und drei Tage spater mit dem HHV-6A (Stamm AJ), HHV-6B (Stamm
HST) oder HHV-7 (Stamm JI) infiziert. Die HHV-6-spezifischen T-Zellklone wurden an Tag
6 nach Infektion mit den infizierten Zellen fir 16 h kokultiviert. Die Menge des sezernierten
IFN-y wurde am nachsten Tag mittels ELISA bestimmt.

Es zeigte sich, dass beide T-Zellklone am besten die mit HHV-6B infizierten Zellen

erkannten und nur geringfigig schwacher auch die mit HHV-6A infizierten Zellen. Die
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Aminosauresequenz VVFEGQQKK ist zwischen HHV-6B und HHV-6A vollstandig
konserviert, weswegen eine Kreuzerkennung von HHV-6A infizierten Zellen wahrscheinlich
war. Das Peptid schien nach Infektion sehr effektiv prozessiert und prasentiert zu werden,
da die HHV-6B- oder 6A-infizierten Zellen eine starkere Reaktion hervorriefen als
peptidbeladene B-Blasten. Die Erkennung von Zellen, die mit HHV-7 infiziert wurden, war
bei beiden Klonen eher schwach, wobei sie bei Klon 34-1 noch etwas starker Uber der

Kontrollreaktion mit nicht infizierten PHA-M-Blasten lag als bei Klon 9-1.

4.2.10 Ubersicht der U38-epitopspezifischen T-Zellkulturen und Klone

In Tabelle 26 sind die Resultate zu U38-spezifischen T-Zellkulturen, ihren
Epitopspezifitaten, HLA-Restriktionen und Reaktionsmustern zusammengefasst. Drei von
vier CD8"-T-Zellklonen erkannten das HLA-A*03:01-restringierte Epitop VVFEGQQKK,
das auch von HHV-6B- und HHV-6A-infizierten Zellen prasentiert und dann von den T-
Zellen erkannt wurde. Dariiber hinaus erkannten drei von vier nichtklonalen Kulturen das
gleiche Epitop. Nur ein CD8"-T-Zellklon erkannte ein HLA-A*02:01-restringiertes Epitop
YLLPMKVYL, das ebenfalls von infizierten Zellen prasentiert und von den CD8*-T-Zellen
erkannt wurde. In Bezug auf CD8*-T-Zellen gegen U38 liegt im untersuchten Spender also
das Muster einer Immundominanz vor. Dabei ist VVFEGQQKK das dominante und
YLLPMKVYL ein subdominantes Epitop. Méglicherweise waren bei noch umfassenderer
Analyse noch weitere CD8-Epitope aufgefunden worden.

Im Falle der CD4*-T-Zellantwort gegen U38 war die Situation eine andere: Jeder der vier
CD4*-T-Zellklone erkannte ein anderes Epitop mit je einer anderen HLA-Restriktion.
Interessanterweise waren alle drei Subklassen vertreten (HLA-DP, DQ, DR). Alle vier
Epitope wurden von infizierten Zellen prasentiert und von den CD4*-T-Zellen erkannt. Die
Ergebnisse fir die drei nichtklonalen CD4*/CD8*-Kulturen weisen auf die Existenz von
mindestens zwei weiteren, sich mit den oben genannten nicht Giberschneidenden CD4*-T-
Zellepitopen hin, diese wurden aber nicht ndher untersucht.

Somit weisen die vorliegenden Daten auf eine Immundominanz-Hierarchie innerhalb der
CD8*-T-Zellen hin und identifizieren mindestens ein potenziell immundominantes Epitop.
Die CD4*-T-Zellantwort scheint dagegen von hoher Diversitat und die Zahl der tatsachlich
von T-Zellen eines Spenders erkannten Epitope konnte noch weit hdher liegen als die hier,
in einem Spender, gefundenen 4 bzw. 6 Epitope. Dieses Muster ahnelt dem, das fir andere
herpesvirale Proteine gefunden wurde, wie z.B. das CMV-Antigen IE-1 (Ameres et al.

2015). Alle beschriebenen Epitope sind neu und in der Literatur noch unbekannt.
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Tabelle 26: Ubersicht der T-Zellkulturen und Klone gegen das Antigen U38. Es konnten aus der limitierenden

Verdiinnung (Abschnitt 4.2.3) insgesamt elf verschiedene U38-spezifische T-Zellkulturen oder T-Zellklone in

Kultur expandiert und charakterisiert werden. Kulturen, die nur eine Peptidspezifitit aufwiesen und

ausschliefllich entweder aus CD4*- oder CD8*- T-Zellen bestanden, werden hier als T-Zell-Klone bezeichnet.

In diesem Sinne zeigt die Tabelle vier CD8*-T-Zellklone, vier CD4*-T-Zellklone sowie drei kombinierte
CD4*/CD8*-T-Zellkulturen.

HLA Restriktion Erkennung
Aminoséauresequenz T-Zell Peptid- mit HHV-68
Bezeichnung A q. m HLA- B-Blasten Transfektion beladene B- infizierte Zellen
(Minimalpeptid) phéanotyp
Blasten [an Tag n.L]
108-2 KLLLYLLPMKVYLDE CD8 A*02:01 + + + 3
LYLLPMKVYLDETFS
91 TARCVVFEGQQKKIF CD8 A*03:01 + + + 6
VVFEGQQKKIFPCIL
20-1 TARCVVFEGQQKKIF CD8 A*03:01 + + + 6
VVFEGQQKKIFPCIL
341 TARCVVFEGQQKKIF CD8 A*03:01 + + + 6
VVFEGQQKKIFPCIL
1341 NTVVNLFKVSFGNFY CD4 DRB1*15:01 + + + 6
NLFKVSFGNFYVSQR
4-1 DNGFLSFGWYNVKKY CD4 DRB5*01:01 + + + 3
31 NEFYVSQRIGKILQNE CD4 DPB1*04:01 + n.t. + 3
SQRIGKILQNEGEVV
1342 YGVTGAAHGLLPCVA CcD4 DQB1*03:01 + n.t. + n.t.
GAAHGLLPCVAIAAS
TARCVVFEGQQKKIF CD8 A*03:01 + n.t.
231 VVFEGQQKKIFPCIL . 6
NLFKVSFGNFYVSQR CD4 DRB1*15:01 n.t. n.t.
PDAENLGDIVIQISV CD4 n.t. n.t. n.t.
20-1 NLGDIVIQISVVSEFD + 6
TARCVVFEGQQKKIF CcD8 A*03:01 + n.t.
VVFEGQQKKIFPCIL
QIDGVHIYEFASEFE CcD4 n.t. n.t. n.t.
D A*03:01
36-1 TARCVVFEGQQKKIF CcD8 03:0 + n.t. + nit.

VVFEGQQKKIFPCIL
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4.3 Untersuchung der T-Zellantwort gegen das DNA-Bindeprotein
u41

4.3.1 Ex vivo Untersuchungen zu Haufigkeit von U41-T-Zellantworten

Wie bereits in 4.2.1 beschrieben, wurde auch das Antigen U41 wegen seiner Gré3e von
1132 Aminosauren in Form zwei groRer Peptidpools mit 144 und 137 Einzelpeptiden
getestet, die auf die entsprechenden vertikalen und horizontalen Subpools verteilt wurden.
Hier wurde ebenfalls der gleiche Spender wie zuvor bei U38 verwendet. Die PBMCs dieses
Spenders wurden wie zuvor im ELISpot getestet: Sie wurden fir 16 h mit den Subpools
der U41-Peptide kultiviert und die erhaltenen IFN-y-Spots wieder mittels einer
enzymatischen Farbereaktion sichtbar gemacht und anschlieRend ausgezahilt.

Abbildung 35 zeigt das Resultat eines solchen Experiments. Auch bei U41 war das
Ergebnis zu wenig trennscharf, um bestimmte Spezifitdten ex vivo klar identifizieren zu
kdénnen. Daher wurden im folgenden U41-spezifische T-Zellen durch Peptidstimulation

angereichert und die entstandenen T-Zellkulturen dann naher analysiert.
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Abbildung 35: Ex vivo Héufigkeiten von HHV-6 spezifischen T-Zellen gegen das Antigen U41. Je well einer

ELISpot-96-well-Platte wurden 2,5 x 105 frisch aufgetaute PBMCs verwendet. In dieser Darstellung wurden

die Ergebnisse auf Spots pro 106 Zellen umgerechnet. Die gestrichelte Linie markiert die Negativkontrolle plus

deren 3-fache Standardabweichung (,3 SD").
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4.3.2 Anreicherung U41-spezifischer T-Zellen durch Peptidstimulationen

Die ELISpot Analysen in 4.3.1 hatten gezeigt, dass U41-spezifische T-Zellen ex vivo zu
selten waren, um sie direkt weiter analysieren zu kénnen. Dies entsprach dem vorigen
Befund fur U38 (siehe Abschnitt 4.2.2). Daher wurden nun PBMCs mit Peptiden stimuliert
und expandiert, um zu virusspezifischen T-Zellkulturen zu gelangen und mit diesen die
Spezifitat und Funktion von U41-spezifischen Zellen zu untersuchen.

Da das Antigen U41 aus insgesamt 271 Einzelpeptiden bestand, wurden wie bei U38
wiederwieder zwei T-Zellkulturen parallel angesetzt, wobei Kultur 1 mit den ersten 144
Peptiden (Gesamtpool 1) und Kultur 2 mit den restlichen 137 Peptiden (Gesamtpool 2)
stimuliert wurde.

Nach zehn Tagen, und von da an alle sieben Tage, wurden die T-Zell-Kulturen mit
bestrahlten, autologen, mit Peptiden beladenen CD40-aktivierten B-Blasten in Gegenwart
von IL-2 restimuliert.

Nach 38 Tagen in Kultur, also nach der funften Stimulation, wurden die beiden T-
Zelllkulturen auf das Vorhandensein von U41-spezifischen T-Zellen untersucht. Hierbei
wurden je 1,5x10° T-Zellen mit 1,5x10° autologen B-Blasten in Anwesenheit von Peptid-
Subpools oder dem jeweils dazu passenden Gesamtpool inkubiert.

In beiden T-Zellkulturen zeigte sich in dieser Analyse noch kein klares Bild der enthaltenen
U41-Spezifitdten (Abbildung 36 A und B). Gewisse Tendenzen konnten vermutet werden:
Kultur 1 zeigte eine etwas verstarkte Antwort auf die Peptide aus den Subpools 1, 4 und

12, Kultur 2 reagierte etwas starker gegen die Subpools 26, 31 und 36.

A U41 Pool 1 - Spender 0308 B U41 Pool 2 - Spender 0308
30 90
80 4
25 4
70 I T
=,20 —601{ T T - T
£ 3 = T = I
> |k 5501
£.15] T £ = T
> T 3 40
4 4
i L == i
10 T T = I = T T = 30
T
5 20 4 -
10 1
L - 1 _g E. IN N N N N ™ 0 M 0 O o <">I 3 a
vertikale Subpools s & vertikale Subpools §- {
5 2 E 2
8 35 A
o o

Abbildung 36: Quantifizierung der funktionellen Anreicherung von spezifischen, IFN-y sezernierenden T-Zellen
in den T-Zellkulturen 1 (A) und 2 (B) von Spender 0308 nach Stimulation mit U38-Peptiden. Die T-Zellen wurden
nach 38 Tagen in Kultur gegen Peptidpools in Anwesenheit autologer B-Blasten wie angegeben getestet, und

die Menge des (liber Nacht freigesetzten IFN-y wurde im ELISA ermittelt.
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Da auch hier die Spezifitdit und Funktion von T-Zellen anhand von T-Zellklonen am
genausten untersucht werden kénnen, wurden die beiden mit U41-Peptiden stimulierten T-
Zellkulturen nach einer weiteren Stimulation einer limitierenden Verdinnung an Tag 42
unterzogen. Es wurden jeweils 960 Mikrokulturen mit statistisch je 0,7 T-Zellen und mit
statistisch je 2,5 T-Zellen angesetzt.

Nach 4 Wochen wuchsen aus diesen Ansatzen in 117 Mikrokulturen makroskopisch
sichtbare Zellpopulationen aus. Von diesen wuchsen 28 aus den Ansatzen fir U41-
Gesamtpool 1 aus, hier betrug die Auswachsrate somit nur etwa 3 %. Die Kulturen 1 bis 3
entstammten der Verdinnungsstufe von 0,7 Zellen pro well, die Kulturen 4 bis 28 aus der
Verdiunnungsstufe von 2,5 Zellen pro well. Aus den Ansatzen mit U41-Gesamtpool 2
wuchsen 88 Kulturen aus, sodass hier die Auswachsrate etwa 9 % betrug. Hier gingen die
Kulturen 29 bis 50 aus der Verdinnungsstufe von 0,7 Zellen pro well und die Kulturen 51
bis 117 aus der Verdunnungsstufe von 2,5 Zellen pro well hervor. Fir beide Ansatze wurde
also konsistent beobachtet, dass die Auswachsrate der eingesetzten Zellzahl (0,7 oder 2,5
Zellen pro well) in etwa proportional war, allerdings war die Rate bei U41-Gesamtpool 2

deutlich héher als bei U41-Gesamtpool 1.

Im nachsten Schritt musste geklart werden, ob diese Mikrokulturen gegen U41-spezifisch
reagierten. Deshalb wurden mittels einer IFN-y-ELISA-Analyse die Kulturen auf spezifische
Erkennung des entsprechenden Peptidpools (U41-Gesamtpool 1 oder 2) getestet
(Abbildung 37). Die meisten Mikrokulturen reagierten etwas starker in Ansatzen ohne U41-
Peptide als mit Peptiden oder waren vollstdndig unreaktiv und wurden daher von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Die verbleibenden Mikrokulturen (in Abbildung 37 mit
Pfeil markiert) wurden im Folgenden weiter analysiert, unabhangig davon, ob sie ihre
Reaktivitat gegen U41-Peptide im Vergleich zur Kontrolle stark oder nur gering erhoht war.
Die Mehrzahl der betreffenden Mikrokulturen zu Gesamtpool 1, aber nur eine Minderzahl
der Mikrokulturen zu Gesamtpool 2 zeigte ein sehr deutlich U41-peptidspezifisches
Erkennungsmuster.

Von den funf weiter zu analysierenden Kulturen zu Gesamtpool 1 entstammte eine der 0,7-
und vier Mikrokulturen entstammten der 2,5 Zellen/well-Verdinnungsstufe. Bei den zehn
zu untersuchenden Kulturen aus Gesamtpool 2 entstammten vier Klone der 0,7 Zellen pro

well und sechs der 2,5-Verdinnungsstufe.
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Abbildung 37: Ausgewachsene Mikrokulturen aus Gesamtpool 1 (A) und Gesamtpool 2 (B). Die Pfeile
markieren die Mikrokulturen, die in Anwesenheit von U41-Gesamtpools stédrker reagieren als in deren
Abwesenheit. Diese markierten Mikrokulturen wurden im weiteren Verlauf genauer analysiert. Mikrokulturen 1
bis 3 (A) und 29 bis 50 (B) entstammten der Verdiinnungsstufe von 0,7 Zellen pro well, die (ibrigen einer
Verdiinnung von 2,5 Zellen pro well.
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4.3.3 Identifizierung von T-Zellepitopen im Antigen U41

Durch Restimulation und weitere 10 Tage Kultivierung konnten die 15 Mikrokulturen, bei
denen getestet werden musste ob es sich um Klone handelt, weiter expandiert werden.
AnschlieRend wurde ihre Funktionalitat gegenuber U41 im Test mit U41-Peptid-Subpools
genauer analysiert. Wie bereits oben beschrieben, wurden zur Identifizierung der
spezifischen Epitope autologe B-Blasten mit jeweils einer der 24 Peptidmischungen
beladen und fir 16 h kokultiviert. AnschlieRend wurde die IFN-y-Konzentration in den
Uberstéanden mittels eines ELISA Tests quantitativ bestimmt. Auf diese Weise wurden alle
15 potentiellen U41 spezifischen Mikrokulturen getestet (Daten nicht gezeigt).

Nachdem die Epitopsequenzen der antigenspezifischen Mikrokulturen ermittelt waren,
wurden diese nun weiter als Klone behandelt. Im nachsten Schritt wurde der Phanotyp der
zehn Klone bestimmt, um die Frage, ob die Klone CD4"- oder CD8"- T-Lymphozyten
waren, klaren zu kénnen. Hierfur wurden die T-Zellklone an Tag 7 nach Restimulation mit
Feederzellen jeweils mit Antikérpern gegen die Oberflachenantigene CD3, CD4 und CD8
gefarbt und im Durchflusszytometer gemessen.

Einen Uberblick aller zehn U41-spezifischen Klone bietet Tabelle 27. Neben der spezifisch
erkannten Aminosauresequenz ist auch der jeweilige T-Zellphanotyp angegeben. Alle
zehn Klone sind vermutlich echte T-Zellklone, da sie erstens nur homogen CD4

exprimierten und zweitens nur je ein Epitop erkannten.
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Tabelle 27: Ubersicht der T-Zellklone gegen das Antigen U41. Es konnten insgesamt zehn verschiedene T-
Zellklone hinsichtlich ihrer Spezifitédt charakterisiert werden. Alle zehn Kulturen waren vermutlich reine CD4*-
Klone und erkannten jeweils ein Epitop (d.h. ein spezifisches Peptid oder Peptidpaar). Die jeweils erkannten
15-mere sind genannt, die Uberschneidungsbereiche von erkannten Peptidpaaren sind fett gedruckt. Die
erkannten 15-mere wurden in allen Féllen in einem zweistufigen Prozess ermittelt, erstens mittels Subpools
(vertikal und horizontal), und zweitens zur Uberpriifung dieses Resultats durch Testung gegen die somit als
Kandidaten in Frage kommenden Einzelpeptide. Das im Falle eines Peptidpaars tendenziell besser erkannte

Peptid ist unterstrichen.

Bezeichnun vertikaler horizontaler erkanntes Aminosiuresequenz T-Zell-
9 Subpool (Nr.) Subpool (Nr.) Peptid (Nr.) q phanotyp
5.1 3 16 39 NGFKELLFAGLLIPC CD4
17-1 11 21 107 TCPQLLSYVVWNLNR CDh4
26-1 10 23 130 FGRKPVSELKEIGKD CDh4
11 131 PVSELKEIGKDQONT
2 8 157 D4
40-2 5 3 157 SPFLTFAYYKVILTV (o8
2 157 D4
45-2 5 38 157 SPFLTFAYYKVILTV C
52.2 34 38 166 SISKWLVQQYQSLYG CD4
35 167 WLVQQYQSLYGTFHS
4 191 D4
59.2 35 0 191 KKNPLSGCISFLLFK (o8
61-2 25 38 157 SPFLTFAYYKVILTV CD4
96-2 28 45 244 LODFRFMRQKTIIAT CD4
29 245 RFMRQKTIIATKFSE
36 46 264 GREALAASIMLKLNH CD4

144-2
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4.3.4 Bestimmung der HLA-Restriktion

Wie bereits erldutert, war das Verfahren der U41-Epitopidentifikation bis zu diesem
Stadium HLA-unabhangig. Nun musste daher die HLA-Restriktion der T-Zellklone ermittelt
werden, um ihre Spezifitat vollstandig zu beschreiben.

Wie in Tabelle 27 gezeigt, konnten nur CD4*-T-Zellklone gegen das Antigen U41
erfolgreich kultiviert werden. Deren HLA-Restriktionen wurden mit zwei aufeinander
aufbauenden Methoden nachgewiesen. Zuerst wurde ihre Restriktion auf eine der drei
HLA-Klasse-lI-Isoformen mittels blockierender Antikrper eingegrenzt. Im zweiten Schritt
wurde die so ermittelten HLA-Restriktionsmuster der CD4*-T-Zellklone durch mit den

jeweiligen HLA-Molekulen transfizierten DG-75-Zellen Uberprift.

4.3.4.1 Analyse mit anti-HLA-Klasse-ll-Antikdrpern

Im ersten Schritt wurde mittels der in 4.2.5.2 dargestellten Methode die HLA-Restriktion
der U41-spezifischen CD4*-T-Zellklone auf eine der drei HLA-Klasse-ll-Isoformen
eingegrenzt. Diese Analyse wurde mit allen 10 Klonen aus Tabelle 27 durchgefihrt.

In Abbildung 38 werden exemplarisch die Resultate fiir vier dieser CD4*-T-Zellklone
gezeigt. Alle vier zeigten eine deutliche Erkennung von B-Blasten in Abhangigkeit von
deren Beladung mit dem spezifischen Peptid. Bei jedem T-Zellklon flhrte jeweils genau
einer der drei anti-HLA-Antikérper zu einer Erniedrigung der Erkennung von B-Zellen auf
das jeweilige Hintergrundniveau, das mit peptidunbeladenen B-Zellen beobachtet wurde.
Bei den Klonen 17-1 und 59-2 war dies der anti-HLA-DR-Antikdrper, bei den Klonen 26-1
und 114-2 der anti-HLA-DP-Antikorper.

Diese Analyse wurde mit allen zehn U41-spezifischen Klonen durchgefuhrt, siehe auch
unten Tabelle 28 fir das Endresultat. Es wurden Restriktionen durch HLA-DR und HLA-
DP festgestellt, jedoch keine durch HLA-DQ.
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Abbildung 38: Ermittlung der HLA-Klasse-II-Restriktion der CD4*-T-Zellklone gegen das Antigen U41. Es
wurden B-Blasten mit dem jeweiligen Peptid beladen und mit blockierenden Antikérpern gegen HLA-DP, -DQ
oder -DR inkubiert. Die so behandelten B-Blasten wurden dann mit den CD4*-T-Zellklonen fiir 16 h kokultiviert.
Am néchsten Tag wurde die gebildetet IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von Triplikaten gezeigt.

4.3.4.2 Analyse mittels HLA-Transfektion

Um die HLA-Restriktion der U41-spezifischen T-Zellkulturen genauer zu ermitteln, wurden
Expressionsplasmide fir unterschiedliche autologe HLA-Molekile in DG-75-Zellen
transfiziert und die T-Zell-Erkennung der transfizierten Zellen nach Peptidbeladung
untersucht, wie bereits oben in 4.2.5.3 beschrieben.

In Abbildung 39 sind exemplarisch die Analysen von zwei CD4*-T-Zellklonen gezeigt, die

bereits im Antikorper-Blockierungsexperiment eine HLA-DR-Restriktion gezeigt hatten.
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Diese wurden nun auf ihre Reaktivitat gegen Transfektanden mit jedem der drei in Frage
kommenden (autologen) HLA-DR-Molekle getestet. Es ergab sich ein deutliches Muster,
um die HLA-Restriktion zu identifizieren: Der Klon 5-1 zeigte eine Reaktivitat weit Uber
Hintergrund nur mit HLA-DRB5*01:01- transfizierten Zielzellen, der Klon 40-2 hingegen nur
mit DRB1*15:01- transfizierten Zielzellen. Die besonders beim zweiten Klon beobachtete
Hintergrundreaktivitat ist wahrscheinlich durch eine Prasentation der Peptide von den T-

Zellen selbst zu erklaren.
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Abbildung 39: Analyse der Kokultur von CD4*-T-Zellklonen mit transfizierten DG-75-Zellen. Die beiden T-
Zellklone 5-1 (A) und 40-2 (B) wurden jeweils auf ihre Erkennung von transfizierten DG-75-Zellen mit den drei
HLA-Expressionsplasmiden DRB1*15:01, DRB1*11:01 und DRB5*01:01 untersucht. Die so behandelten DG-
75-Zellen wurden dann mit den CD4*-T-Zellklonen fiir 16 h kokultiviert. Am ndchsten Tag wurde die gebildete
IFN-y Menge gemessen. Es sind die Mittelwerte von Triplikaten gezeigt.
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4.3.5 Funktionsspektrum von einzelnen Klonen beziiglich Peptid-

konzentrationen

Ausgewahlte HHV-6B-spezifische T-Zellklone wurden wieder hinsichtlich ihrer
funktionellen Aviditat fir das Zielantigen durch Analyse ihrer Reaktivitat gegen autologe B-
Blasten untersucht, die mit seriell verdinntem Peptid beladen worden waren. Wie bereits
oben beschrieben, wurden dann IFN-y, Granzym B und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-
a) per ELISA im Kulturiberstand gemessen.

Die Abbildung 40 zeigt einen ahnlichen Kurvenverlauf der gemessenen Parameter fir alle
drei CD4"-Klone. Die beiden Klone 40-2 und 45-2 besitzen eine IFN-y-Reaktivitat bis zu
einer Konzentration von 1 nM Peptid. Alle drei Klone wiesen einen abnehmender

Kurvenverlauf bezuglich der Sekretion von TNF-a auf.
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Abbildung 40: Analyse der funktionellen Aviditét der HHV-6-spezifischen T-Zellklone. Die HHV-6-spezifischen
T-Zellklone wurden zusammen mit autologen B-Zellen bei unterschiedlichen Konzentrationen des
entsprechenden HHV-6-Peptids (bei den Klonen 40-2 und 45-2: Peptidnr.157, bei Klon 59-2: Peptidnr.191,
siehe auch Tabelle 27) iber Nacht inkubiert. Die Konzentration an ausgeschiittetem IFN-y, Granzym B und
TNF-a im Zellkulturiiberstand wurde mittels ELISA bestimmt. Es sind die Mittelwerte und Wertebereiche von

Triplikaten gezeigt.
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4.3.6 Erkennung von HHV-6B infizierten CD4*-Zellen

Die Reaktivitdt der U41-spezifischen CD4*-T-Zellklone gegenliber virusinfizierten Zellen
und damit die Erkennung der viralen Proteine im Viruskontext wurde nun analysiert. Es
wurde dieselbe Methode verwendet, wie bereits in Kapitel 4.1.6 beschrieben. CD4*-T-
Zellen wurden aus PBMCs von HLA-kompatiblen Spendern isoliert, mit PHA-M stimuliert
und drei Tage spater mit dem HHV-6B-Stamm HST infiziert. Die HHV-6-spezifischen T-
Zellen wurden an zwei unterschiedlichen Tagen nach Infektion mit den infizierten Zellen
kokultiviert (Tag 3 und Tag 6 nach Infektion) und die Menge des sezernierten IFN-y wurde
mittels ELISA bestimmt (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Erkennung von HHV-6B-infizierten CD4*-PHA-Blasten durch die beiden HHV-6B-spezifischen
T- Zellklone 26-1 und 96-2. Es wurden CD4*-T-Zellen eines HLA-passenden Spenders mit HHV-6B (HST) 1,
3, 6, 9 bzw. 14 Tage nach der Infektion mit dem CD4*-T-Zellklon fiir 16 h jewiels mit einem Klon kokultiviert.
Die Menge an in den Zellkulturiiberstand sezerniertem IFN-y wurde am néchsten Tag mittels ELISA bestimmt.

Es sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von Duplikaten gezeigt.
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Die Erkennung von infizierten Zellen durch jeden der zehn U41-spezifischen T-Zellklone
wurde in ahnlicher Weise zu unterschiedlichen Zeitpunkten zwischen Tag 1 und Tag 14
nach Infektion untersucht. Wie Abbildung 42 zeigt, ergab sich im Mittel der zehn Klone eine
maximale Erkennung infizierter Zellen von etwa 30 % uber Hintergrund an Tag 9,
gemessen als das Verhaltnis von sezerniertem IFN-y mit vs. ohne Infektion. Einzelne T-
Zellklone stachen durch starkere Erkennung heraus, wie z.B. der HLA-DP-restringierte
Klon 26-1, der an Tag 9 und 12 nach Infektion Werte vom 1,9-2,0-fachen des Hintergrunds
erreichte. Somit waren U41-spezifische CD4'-T-Zellen grundsatzlich zur funktionellen
Erkennung einer HHV-6B-Infektion befahigt, die Starke der Erkennung war jedoch nicht fur
jede Epitopspezifitat zu beobachten. Die drei Klone mit der deutlichsten Erkennung (5-1,
26-1, 96-2) erkannten drei unterschiedliche Epitope mit unterschiedlichen HLA-
Restriktionen (siehe Tabelle 28).
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Abbildung 42: Zeitverlauf der Erkennung von HHV-6B-infizierten CD4*-PHA-Blasten durch die U41-
spezifischen T-Zellklone aus U41. Es wurden CD4*-T-Zellen eines HLA-passenden Spenders mit HHV-6B
(HST) 1, 3, 6, 9 bzw. 14 Tage nach der Infektion mit dem CD4*-T-Zellklon fiir 16 h kokultiviert. Die Menge des
in den Zellkulturiiberstand sezerniertem IFN-y wurde am néchsten Tag mittels ELISA bestimmt. Als Kontrollen
wurden jeweils nicht infizierte PHA-M-Blasten verwendet. Auf der y-Achse ist der Quotient der IFN-y-Menge
aus den Ansétzen mit infizierten und nicht infizierten PHA-M-Blasten dargestellt. MW: Mittelwert aller zehn

Klone.
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4.3.7 Ubersicht der U41-spezifischen Klone

Einen Uberblick Uber Sperzifitaiten und Reaktionsverhalten der U41-spezifischen T-
Zellklone, die in dieser Arbeit hergestellt und analysiert wurden, gibt Tabelle 28.

Folgende Aussagen zur T-Zellantwort gegen U41 lassen sich ableiten — mit der generellen
Einschrankung, dass diese Beobachtungen vorlaufig nur fir den hier untersuchten
Spender gelten. Alle Spezifititen waren mit niedriger (quantitativ nicht bekannter)
Haufigkeit im ex vivo Repertoire vertreten und konnten nur durch in vitro Restimulation
sichtbar gemacht werden, was fir HHV-6-spezifische T-Zellantworten typisch ist (Martin et
al. 2012; Becerra-Artiles et al. 2019). Die U41-spezifische T-Zellantwort war stark auf
CD4*-T-Zellen ausgerichtet, eine CD8"-T-Zellantwort wurde nicht beobachtet. Die HLA-
Restriktionen waren divers und umfassten zwei HLA-DR-Restriktionen und mindestens
eine DP-Restriktion; die HLA-DP-Restriktionen konnten in dieser Arbeit nicht naher
ermittelt werden, da die Klone vor der abschlieRenden Analyse gestorben sind. Das
Spektrum von T-Zellepitopen war vielfaltig: Die Beobachtung, dass zehn T-Zellklone eines
Spenders bereits acht verschiedene Epitope erkannten, lasst darauf schliel3en, dass es
intra- und interindividuell noch eine weit gréRere Zahl von Epitopen geben kdnnte. Zudem
deutet die Tatsache, dass ein Epitop dreimal vertreten war, auf eine relative
Immundominanz dieses Epitops hin, dies muss allerdings in zuklnftigen Analysen noch

bewiesen werden.
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Tabelle 28: Ubersicht der T-Zellklone gegen U41. Es konnten insgesamt zehn verschiedene Klone identifiziert

werden, wovon alle zehn reine CD4+-Klone waren. Alle Klone erkannten eine spezifische Aminosduresequenz

aus dem Antigen U41, die jeweils durch die Kombination der horizontalen mit den vertikalen Peptidpools des

Antigens U41 festgestellt werden konnte. Drei Klone reagierten auf je zwei benachbarte vertikale Peptidpools,

die dann in Kombination mit dem erkannten horizontalen Peptidpool auf angrenzende Aminoséuresequenzen

hinwiesen.

HLA Restriktion Erkennung
T-Zell- Peptid- mit HHV-6B
Bezeichnung Aminoséauresequenz . HLA- B-Blasten Transfektion beladene B- infizierte Zellen
phéanotyp
Blasten [an Tag n.l.]
17-1 TCPQLLSYVVWNLNR CD4 DRB1*15:01 + + + 14
40-2 SPFLTFAYYKVILTV CDh4 DRB1*15:01 + + + 9
45-2 SPFLTFAYYKVILTV CcDh4 DRB1*15:01 + + + 9
61-2 SPFLTFAYYKVILTV CD4 DRB1*15:01 + + + 1
52.2 SISKWLVQQYQSLYG CcD4 DRB1*15:01 + + + 6
WLVQQYQSLYGTFHS
96-2 LODFRFMRQKTIIAT CD4 DRB1*15:01 + + + 9
REMRQKTIIATKESE
5.1 NGFKELLFAGLLIPC CD4 DRB5*01:01 + + + 3
59-2 KKNPLSGCISFLLFK CcD4 DRB5*01:01 + + + 9
26-1 FGRKPVSELKEIGKD CD4 DP + n.t. + 14
PVSELKEIGKDQONT
GREALAASTMLKLNH CD4 DP + n.t. + 14

144-2
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4.4 Untersuchungen zur T-Zellantwort gegen SARS-CoV-2

4.4.1 Immunevasion von SARS-CoV-2 durch Epitopmutationen

Die Infektion mit dem Coronavirus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) ruft eine spezifische Immunantwort hervor, die meist die Infektion eliminiert.
Dazu gehdren Antikorper, CD4*- und CD8*-T-Zellen. Antikdrper gegen das Spike-Protein
uben einen erheblichen Selektionsdruck auf das Virus aus. Das zeigt sich an Mutationen
im Spike-Protein, die es ermoglicht, dass einer Erkennung durch Antikérper ausgewichen
wird. Somit werden spater aufgetretene Virusvarianten von Antikdrpern weniger gut
neutralisiert, die gegen frihe Varianten (oder davon abgeleitete SARS-CoV-2-Impfungen)
gebildet wurden. Weniger klar ist, ob ein entsprechender Selektionsdruck auch durch T-
Zellen ausgelbt wird und Mutationen in T-Zellepitopen begunstigt.

Bei immungeschwachten Personen besteht die erhdhte Gefahr einer schweren, teils
langandauernden (chronischen) Infektion mit SARS-CoV-2. Die Untersuchung der
Mutationsmuster von SARS-CoV-2 in chronisch infizierten Patienten kann dabei helfen,
herauszufinden, welche Komponenten des Immunsystems die Evolution des Virus
besonders beeinflussen.

In diesem Teilprojekt wurde die Evolution von SARS-CoV-2 in einer stark
immungeschwachten Patientin untersucht, die aufgrund von SARS-CoV-2 an einem
langandauernden schweren akuten Atemnotsyndrom (ARDS) litt und nach fiinfmonatiger
Behandlung schlieRlich an einem Multiorganversagen verstarb. Uber einen Zeitraum von
150 Tagen hinweg wurden Proben der oberen und unteren Atemwege entnommen und
daraus 21 Genome von SARS-CoV-2 mit nahezu voller Lange charakterisiert. Der zu
Beginn vorhandene Virusstamm wurde als B.1.1.29 (20B) klassifiziert. Dieser Stamm trug
die Spike-Mutation D614G und war mit anderen im Fruhjahr 2020 zirkulierenden
Sequenzen eng verwandt. In den folgenden 5 Monaten diversifizierte sich das Virus
umfassend. Gegenuber der SARS-CoV-2-Urvariante (Wuhan-Hu-1) traten 34
verschiedenen Mutationen in kodierenden Regionen auf, die zu mindestens einem
Zeitpunkt eine relative Haufigkeit von > 40% der Viruspopulation hatten. Nach
sequenziellem Ausschluss von 6 Mutationen, die bereits zu Beginn vorhanden waren, 11
nur vorubergehend auftretenden und funf synonymen verblieben 12 nicht-synonyme
Mutationen, die in dominanten Varianten bis zum Tod erhalten blieben (siehe Abbildung
43).
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Abbildung 43: Analyse der SARS-CoV-2-Genomsequenzen in der Patientin. Die Heatmap zeigt die
Haéufigkeiten von Mutationen in kodierenden Regionen fiir die 21 Sequenzierungen der untersuchten Patientin.
Nukleotid- und Aminoséuresubstitutionen sind relativ zum Referenzstamm Wuhan-Hu-1 angegeben. Die
Sequenzanalysen wurden durchgefiihrt von M. Antwerpen et al. (Universitét der Bundeswehr), H. Blum et al.
(Genzentrum der LMU), M. Miinchhoff (Max-von-Pettenkofer-Institut der LMU Minchen). Abbildung

urspriinglich erstellt von M. Miinchhoff, verdndert aus Khatamzas et al. (2022).

Eine Uberprifung mit Hilfe von SAMBA firr alle 12 Mutationen und sechs HLA-Klasse-I-
Allotypen der Patienten (siehe Motive Tabelle 29) ergab 18 potenzielle T-Zellepitope
(Tabelle 30). Ein Teil dieser Epitope war bereits literaturbekannt. Insbesondere hatten
Ferretti et al. in einem Screening-Ansatz bereits beide potenziellen A*01:01-Epitope und
eines der HLA-A*02:01-Epitope als dominante Spezifititen von CD8"-T-Zellen in
konvaleszenten Spendern identifiziert, die auch endogen prozessiertes Antigen erkannten
(Ferretti et al. 2020). Dies machte die Hypothese noch wahrscheinlicher, dass ein Teil der
Mutationen durch evolutiondren Druck durch CD8'-T-Zellen der Patientin begiinstigt
wurde.

Da die Patientenproben begrenzt waren, wurde die Wirkung der Mutationen auf die T-Zell-
Erkennung zunachst in immunkompetenten HLA-passenden rekonvaleszenten Spendern
untersucht. Dazu wurden 15-mere Peptide und die vorhergesagten CD8*-Epitope (9- oder
10-mere, Tabelle 30) in mutierter und unmutierter Form synthetisiert (JPT) und Peptid-
stimulierte T-Zellkulturen hergestellt. Deren Reaktivitdt gegen urspringliche und
veranderte Epitoppeptide wurde mittels einer ELISA-Analyse getestet. Nur ein Teil der
Ansatze ergab proliferierende T-Zellkulturen. Bei dem HLA-B*35:01-positivem Spender 1
expandierte die Stimulation mit dem Nukleokapsid-Peptid TPSGTWLTY eine T-Zellkultur.
Diese Kultur erkannte die Wildtyp Variante TPSGTWLTY sehr gut. Der T332I-Austausch
verringerte die T-Zell-Erkennung und die darauffolgende T325K-Substitution machte eine
Erkennung unmaoglich (Abbildung 44 A). Somit war die T-Zellerkennung erst nach zwei

sequenziellen Mutationen, die dieses Epitop verandern, nicht mehr mdéglich.
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Es wurden auch T-Zelllinien von zwei HLA-A*02:01-positiven Spendern durch Stimulation
mit dem Peptid ASALWEIQQVVDADS hergestellt, welches das bereits bekannte Epitop
ALWEIQQVV aus nsp8/ORF1ab enthielt. Dieses Epitop ist in SARS-CoV und SARS-CoV-
2 vollstandig konserviert (Ferretti et al. 2020). Die T-Zellen erkannten in einem Experiment
mit 15-mer-Peptiden zwar das Peptid, das die Wildtyp-Version ALWEIQQVYV enthielt, nicht
aber seine Variante ALWEIQQFV (ORF1ab V4101F) (Abbildung 44 B). Von zwei HLA-
A*01:01-positiven Spendern wurden T-Zellkulturen durch Stimulation mit den beiden
Peptiden CTDDNALAY und CTDDNALAYY von nsp9/ORF1ab angesetzt. T-Zellen von
Spender 2 erkannten jedes der Wildtyp-Peptide und die Erkennung der Varianten war
reduziert (Abbildung 44 C). Daher kénnen Peptide CTDDNALAY(Y) zwei T-Zell-Epitope
darstellen, wobei deren T-Zell-Antworten durch die ORF1ab-T4164I-Mutation
beeintrachtigt werden, die einen optimalen Ankerrest Threonin in Position 2 durch

suboptimales Isoleucin ersetzt.

Tabelle 29: Die zur Identifizierung von Epitopkandidaten fiir HLA-Klasse-I-Allotypen der Patientien
verwendeten Ankermotive. Es wird der Ein-Buchstaben-Aminoséurecode in Grof3- oder Kleinschreibung
verwendet. X gibt eine beliebige Aminosdure an. Aminoséduren in Klammern sind Alternativen; somit bezeichnet
(ST) S oder T. X2-3 bezeichnet XX oder XXX. GroBbuchstaben zeigen am meisten bevorzugte Aminoséauren

an, Kleinbuchstaben weniger bevorzugte Aminoséuren. Tabelle veréndert aus Khatamzas et al. (2022).

HLA-Allotyp Ankermotiv

A*01:01 X(ST)(DE)Xs.7Y

A*02:01 X(LIMv)Xe.7(LVIM)

B*08:01 XX(RK)X(RK)X23(LVIM)
B*35:01 XPXs.s(YFLVIM)

C*04:01 X(FYWX)(De)X46(LFMivyw)

C*07:01 (KRX)(Rt)Xs7(LFYMivw)
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Tabelle 30: Kandidaten fiir mégliche CD8*-T-Zell-Epitope, die bei der Patientin identifiziert werden konnten.

Nk. Nukleotidposition der Mutation. AS: Aminosdurednderung (Austausch oder Deletion). Tag: Tag, an dem

die Mutation dominant wurde (> 50 % der Sequenzierungs-Reads). n: kein Kandidiat identifiziert. Fiir die Allele
HLA-B*08:01 und HLA-C*07:01 wurden keine Epitopkandidaten identifiziert. Kandidaten fiir CD8*-T-Zell-

Epitope wurden anhand der oben gezeigten Ankermotive identifiziert. Peptidsequenzen vor der Mutation sind

gezeigt, Stellen von Aminosdureaustauschen oder -deletion sind unterstrichen. Tabelle verdndert aus
Khatamzas et al. (2022).

Nk AS Tag Protein Epitopkandidaten, HLA-Klasse-I|
A*01:01 A*02:01 B*35:01 C*04:01
4241 11326V 50 nsp3 PTDNYITTY n VPTDNYITTY  PTDNYITTY
9741 N3159S 141 nsp4 n n n n
10116 T3284l 134 3CLpro n QVTCGTTTL n n
11451 Q3729R 134 nsp6 n n n n
12566 V4101F 41 nsp8 n ALWEIQQVV n n
12756  T4164l 97 nsp9 CIDDNALAY n n CTDDNALAY
CTDDNALAY CTDDNALAY
Y Y
21990 del144 62 spike n n DPFLGVYY n
22992 S477N 141 spike n n n n
23012 E484K 7 spike n n TPCNGVEGF n
27793  F13S 61 ORF7b n YLCFLAFLL n n
FLAFLLFLV
FLAFLLFLVL
29247  T325K 61 nucleo n EVTPSGTWL TPSGTWLIY n
29268 T332l 41 nucleo n WLTYTGAIKL  TPSGTWLTY n
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Abbildung 44: Reaktivitdt von T-Zellen gegeniber urspriinglichen und mutierten Epitoppeptiden. Die T-
Zellkulturen wurden von gesunden HLA-passenden Spendern durch Stimulation und Expansion mit den
Wildtyppeptiden TPSGTWLTY (in A), ASALWEIQQVVDADS (in B) und CTDDNALAY(Y) (in C) etabliert. Die
Reaktivitét der T-Zellen gegentiber diesen Epitopen und ihren Mutanten wurde durch Kokultivierung ber Nacht
mit HLA-(bereinstimmenden B-Zellen und Peptiden in den angegebenen Konzentrationen getestet.

AnschlieBend wurden Ubersténde geerntet und die IFN-y-Konzentrationen durch einen ELISA bestimmt.



Ergebnisse 128

Diese Ergebnisse untermauerten die Hypothese, dass die Patientin mdglicherweise
spezifische CD8"-T-Zellen gegen diese drei betreffenden Epitope in ihrem Repertoire
gehabt haben konnte. Eine Betrachtung des zeitlichen Verlaufs der absoluten CD8"-T-
Zellzahlen der Patientin ergab Hinweise auf einen zeitlichen Zusammenhang mit
Mutationen dieser CD8"-T-Zell-Epitope (Abbildung 45). Unmittelbar vor dem Auftreten der
Mutation T325K (TPSGTWLTY zu KPSGTWLIY) und der Mutation T41641 (CTDDNALAY
zu CIDDNALAY) gab es einen transienten Anstieg der peripheren CD8"-T-Zellen, der
moglicherweise mit spezifischen T-Zellen gegen diese Epitope zusammenhing. Proben der

Patientin, um dies zu Uberprifen, sind allerdings nicht mehr verfligbar.
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Abbildung 45: Zeitlicher Verlauf der absoluten Zahl von CD8*- und CD4*-T-Zellen und Zeitpunkte des
Auftretens von Mutationen in T-Zell-Epitopen. Die mit Zahlen bezeichneten Mutationen sind: 1a, T332I; 1b,
T325K (beide betreffend TPSGTWLTY). 2, V4101F (betreffend ALWEIQQVV). 3, V4164l (betreffend
CTDDNALAY(Y)). Peripheres Blut wurde dem Patienten zu den angegebenen Zeiten entnommen und mittels
Durchflusszytometrie analysiert (Daten analysiert im Max-von-Pettenkofer Institut Miinchen). Nach Tag 96

wurden keine Analysen durchgefiihrt. Abbildung verédndert aus Khatamzas et al. (2022).

Um die Epitope noch naher zu charakterisieren, wurde im nachsten Schritt sowohl die HLA-
Restriktion verifiziert als auch der Einfluss der Mutationen auf die Bindung von HLA/Peptid-
Komplexen an T-Zellen getestet.

Um diese beiden Fragen zu beantworten, wurden die T-Zellkulturen mit HLA/Peptid-
Tetrameren gefarbt und mittels eines Durchflusszytometers gemessen. Die
vorhergesagten HLA-Restriktionen bestatigten sich: TPSGTWLTY hatte eine HLA-
B*35:01-Restriktion und CTDDNALAY(Y) eine HLA-A*01:01-Restriktion. Die Kulturen von
Spender 1 wurden von CD8*-T-Zellen dominiert, die an das HLA-B*35:01/TPSGTWLTY-
Tetramer zu 77 % banden (Abbildung 46). Die erste Mutation reduzierte den Anteil stark

tetramerbindender CD8*-T-Zellen auf 24 % und die Doppelmutation sogar auf 1,6 %.
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Abbildung 46: HLA/Peptid-Tetramer-Analyse der TPS-T-Zellkulturen. T-Zellkulturen von Spender 1 wurden mit
PE-markierten HLA-B*35:01-Tetrameren gefédrbt, die mit dem Peptid TPSGTWLTY oder seinen beiden
Mutantenvarianten beladen waren. Der anti-CD8-AntikGrper war mit Pacific Blue markiert. Abbildung veréndert
aus Khatamzas et al. (2022).

Ebenso enthielten die Kulturen von Spender 2 hohe Anteile an HLA-
A*01:01/CTDDNALAY(Y)-Tetramer-bindenden CD8*-T-Zellen (18-23 %) und die
Mutantenpeptide erzeugten eine Verringerung des Anteils stark bindender T-Zellen von
ursprunglichen 18 % auf nur noch 2,7 % (Abbildung 47).
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Abbildung 47: HLA/Peptid-Tetramer-Analyse der CTD-T-Zellkulturen. T-Zellkulturen von Spender 2 wurden mit
PE-markierten HLA-A*01:01-Tetrameren geféarbt, die mit dem Peptid CTDDNALAY oder seiner
Mutantenvariante gekoppelt war. Die anti-CD8-Antikérper wurde mit Pacific Blue markiert. Abbildung verédndert
aus Khatamzas et al. (2022).

Es konnte auch eine kryokonservierte PBMC-Probe der Patientin im Spatstadium (Tag
145) mittels einer Tetramer-Farbung analysiert werden (Abbildung 48). Hierbei band eine
groRe Fraktion (29,7 %) der CD8"-T-Zellen an das Wildtyp-HLA-B*35:01-TPSGTWLTY-
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Multimer, wahrend die Bindung mit dem Einzelmutantenpeptid auf 12,4 % reduziert wurde.
Die Farbung mit der Doppelmutante zeigte nahezu keine Signale (0,5 %).

Somit hatte die Patientin auch 84 Tage nach der zweiten Mutation noch eine hohe Anzahl
von CD8"-T-Zellen aufrechterhalten, die fiir das urspriingliche Epitop spezifisch waren.
Letztlich waren zwei Mutationen erforderlich, um diese T-Zellen nahezu vollstandig daran

zu hindern, ihr Ziel-Epitop zu erkennen.
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Abbildung 48: HLA/Peptid-Tetramer-Analyse von PBMCs der Patientin. Die PBMCs wurden mit PE-markierten
HLA-B*35:01-Tetrameren geférbt, die mit dem Peptid TPSGTWLTY oder seinen beiden mutierten Varianten
beladen waren. Der anti-CD8-Antikérper war mit Pacific Blue markiert. Abbildung verdndert aus Khatamzas et
al. (2022).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass CD8*-T-Zellen im Lauf der Zeit einen Selektionsdruck
auf SARS-CoV-2 bei der immunsupprimierten chronisch infizierten Patientin ausgetbt
hatten. Es war nur eine geringe Zahl von T-Zell-Epitopen, deren Mutation die
Infektionskontrolle bei dieser Patientin mdglicherweise stark beeintrachtigt hatte. Solche
Patienten haben vermutlich ein eingeschranktes T-Zell-Repertoire und ihre T-Zellantwort
gegen das Virus richtet sich vermutlich gegen eine kleinere Zahl von Epitopen als dies bei
Immunkompetenten der Fall ist, deren T-Zellen im Durchschnitt rund 30 Epitope des Virus
erkennen (Moss 2022; Tarke et al. 2021).
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4.4.2 Spezifische T-Zellantwort in einer Krebspatientenkohorte nach

Impfung

Bei Personen mit Risikofaktoren, wie z.B. Krebspatienten, ist es besonders wichtig, zur
Vermeidung schwerer Erkrankungen durch SARS-CoV-2 einen guten Schutz durch
Impfung zu erreichen. Zu Beginn des folgenden Teilprojekts war jedoch nur wenig dartber
bekannt, ob und wie gut dies bei Krebspatienten moglich ist. Es ergab sich die Moglichkeit
einer Beteiligung an einer analytischen klinischen Studie zu Immunantworten nach
Impfung von Patienten mit verschiedenen Krebserkrankungen in Kooperation mit der
Universitat Freiburg und dem Max-von-Pettenkofer-Institut der LMU Muinchen. In dieser
Studie wurde die SARS-CoV-2-spezifische humorale und zelluldare Immunantwort nach
zwei bzw. drei Impfdosen von hauptsachlich BNT162b2 (mRNA-Impfung von
BioNTech/Pfizer) bei 60 Patienten mit hamatologischen Malignomen und acht soliden
Krebspatienten mit NSCLC unter Checkpoint-Inhibitor-Therapie (Pembrolizumab)
untersucht. Die Patienten wurden zwischen Anfang 2021 bis Ende 2021 am
Universitatsklinikum Freiburg, Deutschland, behandelt.

Zu dieser Studie gehdrte die Analyse von Antikérper-Antworten, unter anderem der
Virusneutralisationskapazitat gegen wichtige besorgniserregende Varianten (VOC),
einschlieBlich B.1.1.529 (Omikron, Sublinie BA.1) gemessen, die am Max-von-Pettenkofer-
Institut durchgefihrt wurde (Daten hier nicht gezeigt). Die Analyse der spezifischen
zellularen Immunitat nach der COVID-19-Impfung wurde mittels der Enzyme-Linked-
Immunospot-Methode (ELISpot) im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgefihrt.

Zur Analyse der T-Zell-Antwort im ELISpot-Assay wurden PBMCs mit Pools von
Uberlappenden Peptiden stimuliert, die SARS-CoV-2 Spike in der Delta-Variante und eine
Reihe von Vergleichsantigenen umfassten. Diese Analysen wurden zunachst mit Proben
durchgeflhrt, die bei 59 Patienten kurz vor der ersten Dosis (Zeitpunkt 1, Median 2 Tage
zuvor) und 2—-8 Wochen nach der zweiten Dosis (Zeitpunkt 2) abgenommen wurden. Die
Delta-Variante wurde gewahlt, da sie zu Beginn der Wintersaison 2021/22 dominierte. In
Delta sind gegenuber der Urvariante Wuhan-Hu-1, die auch den Impfungen zugrunde liegt,
von den 1293 Aminosauren des Spike-Proteins sieben ausgetauscht und zwei deletiert.
Diese kleinen Unterschiede liel3en keinen gréReren Einfluss auf die gesamte T-Zellantwort
erwarten (Tarke et al. 2021).

Die in Freiburg kryokonservierten PBMCs der Kohortenpatienten konnten in aller Regel mit
guten Ausbeuten vitaler Zellen aufgetaut werden, sodass bei den meisten Patienten eine
Analyse der Antwort gegen verschiedene Antigene mdglich war. Delta-Spike-spezifischen
T-Zellen nahmen bei der Mehrzahl der Patienten nach der 2-Dosen-Impfung zu (Abbildung
49 A-C). Bei Zeitpunkt 2 hatten 83 % aller Krebspatienten einen Anstieg der Haufigkeit
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von Delta-Spike-spezifischen T-Zellen gegenuber Zeitpunkt 1, und bei 73 % der Patienten
betrug dieser Anstieg 10 oder mehr Spots pro Million T-Zellen. Bei 53 Patienten mit
hamatologischen Malignomen stieg die mediane Reaktion von 5 auf 50 Spots pro Million
Zellen (p=3x107"°, Abbildung 49 C). Drei von sechs Patienten mit NSCLC zeigten ebenfalls
eine ausgepragte Reaktion auf die Impfung, wahrend die anderen drei nicht ansprachen
(Abbildung 49 C). Die Reaktion war etwa gleichmafig auf die S1- und S2-Einheiten des
Spike-Antigens verteilt (Abbildung 49 A und B). Insgesamt zeigen diese Daten eine solide
Entwicklung einer zellularen Immunantwort nach zwei mRNA-Impfungen bei den meisten
der 53 Patienten mit hamatologischen Malignomen und bei der Halfte der sechs
verfugbaren Patienten mit NSCLC.
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Abbildung 49: SARS-CoV-2- und OC43-spezifische T-Zell-Antworten bei 53 Patienten mit hdmatologischen
Malignomen vor (Zeitpunkt 1, T1) und nach einer COVID-19-mRNA-Impfung mit zwei Dosen (Zeitpunkt 2, T2).
(A) T-Zell-Antworten auf SARS-CoV-2-Spike S1. (B) T-Zell-Antworten auf SARS-CoV-2-Spike S2. Summe der
T-Zell-Antworten auf (C) SARS-CoV-2-Spike S1+S2 und (D) OC43 Spike S1+S2. Die T-Zell-Antworten wurden
mittels eines IFN-y ELISpots analysiert. Es sind Boxplots mit Median, Grenzen zwischen oberen und unteren

Quartilen und Whiskers zwischen dem 10. und 90. Perzentil angegeben. Die Unterschiede zwischen den
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Zeitpunkten wurden unter Verwendung des Wilcoxon-Rangtests auf statistische Signifikanz analysiert. ****p <
0,0001.

Es ist unklar, in welchem Mal} eine vorbestehende Immunantwort gegen die klassischen
endemischen Coronaviren auch gegen Antigene aus SARS-CoV-2 reagiert und so den
Impferfolg beeinflusst. Um diesem Aspekt nachzugehen, wurde auch die T-Zell-Antwort
der Patienten auf das Spike-Antigen des endemischen Betacoronavirus OC43 untersucht
(Abbildung 49 D). Bei Zeitpunkt 1 waren die OC43-Spike-spezifischen T-Zellen in erheblich
héherer Zahl nachweisbar als die SARS-CoV-2-Spike-spezifischen T-Zellen, ein Hinweis
auf ein vorbestehendes T-Zellgedachtnis gegen OC43. Die OC43-spezifischen T-Zellen
waren nach der Impfung zum Zeitpunkt 2 bei Patienten mit hdmatologischen Malignomen
erhoht, dieser Anstieg war allerdings weniger ausgepragt (2,0-fach héhere mediane
Reaktion) als der durch den Impfstoff induzierte Anstieg der SARS-CoV-2-Spike-
spezifischen T-Zellen (9,6-fach héhere mediane Reaktion). Daher schien eine T-Zell-
Kreuzreaktivitdt zwischen diesen beiden Coronaviren zumindest auf Peptidebene zwar
vorhanden zu sein, spielte jedoch bei der Effektivitat der SARS-CoV-2-Impfung bei
Krebspatienten eine untergeordnete Rolle (

Abbildung 50).
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Abbildung 50: Korrelationsanalyse von T-Zellantworten bei hdmatologischen Patienten zu verschiedenen
Zeitpunkten vor und nach der COVID-19-Impfung. Dot-Plots von T-Zell-Antworten, mittels IFN-y ELISpot
analysiert wurden. Die Rangkorrelationsanalyse nach Spearman wurde durchgefiihrt, um die
Korrelationskoeffizienten (r) zu berechnen und die statistische Signifikanz zu analysieren. (A) Korrelation von

T-Zell-Antworten auf Peptidpools fiir Delta-Spike oder fiir humanes Coronavirus (hCoV) OC43 bei 53 Patienten
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mit hdmatologischer Neoplasie 2—8 Wochen nach Impfung Nr. 2. (B) Korrelation der T-Zell-Antworten auf
Peptidpools fiir Delta-Spike, 2—8 Wochen nach der Impfung Nr. 2, und fiir hCoV-OC43 vor der Impfung bei 53

Patienten mit unterschiedlichen hdmatologischen Neoplasien.

Bei 49 Patienten dieser Kohorte, die einer von funf Untergruppen mit hamatologischen
Malignomen zugeordnet werden konnten, wurde die T-Zell-Antwort nochmals separat
analysiert. Ein Anstieg der medianen T-Zell-Antwort war in allen funf Untergruppen
offensichtlich und in vier der funf Untergruppen (auRer Lymphom unbehandelt) fir SARS-
CoV-2 S1, S2 und die Gesamtantwort statistisch signifikant (Abbildung 51 A, B und C). In
zwei der funf Untergruppen wurde ein Anstieg der OC43-Spike-spezifischen T-Zellen
nachgewiesen (Abbildung 51 D). Die schwachste Reaktion auf SARS-CoV-2-Spikes wurde
bei unbehandelten Lymphompatienten beobachtet, aber selbst in dieser Gruppe zeigte
sich ein Anstieg der gesamten Spike-spezifischen T-Zellen von einem Median von 0 Spots
auf 16 Spots. In den anderen vier Patienten-Untergruppen wurde eine solide impfinduzierte
T-Zell-Antwort beobachtet, was durch einen Anstieg von einem mittleren Ausgangswert
von 3 - 11 Spots bei Zeitpunkt 1 zu mittleren Werten von 36 - 78 Spots bei Zeitpunkt 2
gemessen werden konnte (Abbildung 51 A, B und C). Es entwickelten auch alle 13
Patienten, die innerhalb des Jahres vor der ersten Impfdosis mit anti-CD20-Antikdrpern
behandelt worden waren ("LY Rx < 12"), nachweisbare T-Zellen gegen SARS-CoV-2-Spike
(Median 53 Spots, p=0,0005, Abbildung 51). Diese Patienten bildeten nach Impfung wegen
ihres starken B-Zellmangels Uberwiegend keine nachweisbare Antikdrperantwort gegen
Spike (Daten nicht gezeigt). Bemerkenswert ist auch, dass die SARS-CoV-2-Spike-
spezifische T-Zell-Antwort nach der Impfung bei Patienten mit multiplem Myelom (MM), die
aktuell medikamentds behandelt wurden (Median 62 Spots) und bei aktuell unbehandelten
MM-Patienten (Median 78 Spots) ahnlich stark war.
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Abbildung 51: SARS-CoV-2- und OC43-spezifische T-Zell-Antworten bei Patienten mit hdmatologischen
Malignomen vor (T1) und nach (T2) einer COVID-19-mRNA-Impfung mit zwei Dosen. Die T-Zell-Antworten

wurden mittels IFN-y ELISpot analysiert. Die Ergebnisse fiir infektionsnaive Patienten mit hdmatologischen

Malignomen sind aufgeteilt in fiinf Untergruppen: Lymphom-(LY)-Patienten, die nie oder zuletzt vor mehr als

flinf Jahren mit Rituximab (Rx) oder einem anderen anti-CD20-Antikbrper behandelt (unbehandelt, n=9), LY-
Patienten, die zuletzt 12—-60 Monate vor der Impfung mit anti-CD20 behandelt wurden (Rx 12—60, n=8), LY-
Patienten, die innerhalb der letzten 12 Monate vor der Impfung mit Rx behandelt wurden (LY <12, n=13), MM-

Patienten, die zum Zeitpunkt der Impfung keine Therapie erhielten (unbehandelt, n=8) und MM-Patienten, die

zum Zeitpunkt der Impfung eine Therapie erhalten (behandelt, n=10). Abklirzungen: LY: Lymphom; Rx:
Rituximab; MM: Multiples Myelom.
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Die Patienten hatten Uberwiegend ihre zwei Impfdosen zwischen April und Juli 2021
erhalten. Die Mehrzahl der Patienten der Kohorte erhielt im Spatherbst/Winter 2021 eine
dritte Impfdosis (Booster). Von einer der Untergruppen der Kohorte, namlich von acht
Lymphompatienten der Gruppe "LY Rx 12-60", standen Proben von spateren Zeitpunkten
namlich vor und nach der dritten Impfdosis fur die ELISpot-Analyse zur Verfliigung. Von
diesen Patienten wurden nochmals Proben von Zeitpunkt 2, von Zeitpunkt 3 (etwa 5
Monate nach Impfdosis 2) und von Zeitpunkt 4 (2-8 Wochen nach Impfdosis 3) analysiert
(Abbildung 52). Fur diese Analyse wurden T-Zellen gegen Spike-Peptid-Pools aus den
Varianten Delta und Omikron (BA.1) getestet, da Omikron zu der Zeit begonnen hatte,
Delta als vorherrschende zirkulierende Variante abzulésen. Die Stimulation mit den Delta-
Peptid-Pools (S1+S2) I6ste bei Zeitpunkt 2 und 4 eine geringflgig starkere T-Zell-Antwort
aus als die Omikron-Peptid-Pools (S1+S2), obwohl diese Unterschiede statistisch nicht
signifikant waren (Abbildung 51). Bei der mittleren Reaktion gegen Delta und Omikron
wurde jeweils ein Anstieg durch die dritte Impfdosis beobachtet (von Zeitpunkt 3 zu
Zeitpunkt 4), dies war aber in beiden Fallen nicht statistisch signifikant, moglicherweise

aufgrund der geringen Probandenzahl.
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Abbildung 52: T-Zell-Antworten auf die VOCs Delta und Omikron bei Patienten mit Lymphomen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der zweiten und dritten COVID-19-mRNA-Impfung. Analyse der T-Zell-
Antworten auf Spike-Peptide von Delta (A) oder Omikron (B). Die T-Zell-Antworten, die mittels IFN-y ELISpot
analysiert wurden, werden als Boxplots mit Median, Grenzen zwischen oberen und unteren Quartilen und
Whiskers zwischen dem 10. und 90. Perzentil gezeigt. Die Analyse auf statistische Signifikanz wurde unter

Verwendung des Friedman-Tests mit Dunns multipler Testkorrektur durchgefiihrt. *p < 0,05.
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5 Diskussion

5.1 Immundominanz einzelner Epitope in Herpesviren

HHV-6 verursacht eine Reihe unterschiedlicher Erkrankungen. Die Primarinfektion im
frhen Kindesalter, die auch als Roseola infantum oder Drei-Tage-Fieber bezeichnet wird,
ist haufig symptomatisch und bisweilen mit Komplikationen verbunden (Zerr et al. 2005;
Yamanishi et al. 1988). Nach dem Erstkontakt etabliert sich eine latente Infektion, die von
immunkompetenten Menschen in der Regel lebenslang gut beherrscht wird. Bei
Immunsupprimierten dagegen, etwa AIDS-Patienten oder Empfangern einer
Transplantation, kann HHV-6 reaktivieren und teils schwere Erkrankungen verschiedener
Organe hervorrufen (Clark and Griffiths 2003; Boutolleau et al. 2003). Auch andere
Herpesviren wie EBV und CMV kénnen in immunsupprimierten Patienten reaktiviert
werden und schwere Erkrankungen ausldsen. Diese Erkrankungen kdnnen zwar oft mit
antiviralen Medikamenten therapiert werden, jedoch ist eine derartige Behandlung oft mit
schweren Nebenwirkungen in den Patienten verbunden (Heslop 2009; Servais et al. 2016).
Eine noch nachhaltigere Lésung fiur Patienten ware ein adoptiver Transfer
virusspezifischer T-Zellen (Bollard et al. 2004). Zur Verwirklichung dieser Therapieform
wurden fur Viren wie EBV und CMV im Lauf der Zeit verschiedene Methoden entwickelt,
optimiert und klinisch eingesetzt, oft mit vielversprechenden Ergebnissen (Moss and
Rickinson 2005; Peggs 2009). Jedoch wurde fur HHV-6 eine adoptive T-Zelltherapie bisher
nur im Einzelfall verwirklicht (Gerdemann et al. 2013; Tzannou et al. 2017). Um eine solche
Therapie fur Patienten mit HHV-6-Reaktivierung in grélRerem Umfang zu ermdglichen,
bedarf es einer genaueren Erforschung der Komponenten der virusspezifischen T-
Zellantwort und ihrer jeweiligen Funktion. Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, das Wissen
uber HHV-6-spezifische T-Zellen zu erweitern, indem T-Zellen gegen bisher nicht

untersuchte Antigene und Epitope identifiziert und charakterisiert wurden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde auf Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe zurtickgegriffen.
So konnten in Martin et al. (2012) zum ersten Mal HHV-6-spezifische CD8*-T-Zellen isoliert
und charakterisiert werden und es wurde gezeigt, dass diese HHV-6B-infizierte Zellen von
diesen T-Zellen erkannt und angegriffen wurden. Es wurde auch eine Methode zum Testen
dieser Funktion entwickelt, bei der autologe oder HLA-passende primare CD4*-T-Zellen
kurzzeitig aktiviert und dann mit Virus infiziert werden, entsprechend dem naturlichen
Tropismus von HHV-6B fir T-Zellen. Eine virusspezifische T-Zellerkennung konnte in
dieser frihen Arbeit flr drei Epitope aus zwei Antigenen gezeigt werden, den

Strukturproteinen U54 und U11. Wenig spater publizierten Gerdemann et al. (2013) ihre
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Analyse der T-Zellantwort gegen funf Proteine von HHV-6B (U90, U11, U14, U54 und U71)
auf potentielle Epitope. Sie fanden insgesamt drei spezifische CD8"-Epitope in HHV-6, die
sich in dem IE-Transaktivatorprotein U90 und in dem Tegument-Phosphoprotein U14
befanden. Ob CD8*-T-Zellen mit diesen Epitopspezifititen auch HHV-6B-infizierte Zellen
erkennen, wurde von Gerdemann et al. (2013) aber nicht genauer untersucht. Eine weitere
Arbeit konzentrierte sich auf die Suche nach weiteren CD8'-T-Zell-Epitopen im
Transaktivatorprotein  U90 (lampietro et al. 2014). Mit Hilfe von xenogenen,
antigenprasentierenden Zellen wurden polyklonale T-Zelllinien etabliert, die vier
Peptidepitope aus U90 erkannten und auch zytotoxisch gegen mit HHV-6B behandelte
autologe PBMCs reagierten. Es bleibt allerdings etwas unklar, inwieweit dieser Testaufbau

die Funktion HHV-6B-spezifischer T-Zellen hinreichend sicher nachweisen kann.

In diesen drei beschriebenen Arbeiten (Martin et al. (2018), Gerdemann et al. (2013) und
lampietro et al. (2014)) wurde von einer begrenzten Zahl von 1-5 ausgewahlten HHV-6B-
Proteinen oder von vorhergesagten Peptidepitopen ausgegangen. Daher konnte nur ein
kleiner Teil des mdglichen spezifischen T-Zellrepertoires erfasst werden, denn HHV-6B
kodiert insgesamt fur etwa 98 virale Proteine mit zusammen etwa 45 400 Aminosauren.
Far die genannten Arbeiten wurden solche HHV-6B-Proteine ausgewahlt, deren CMV-
Homologe als starke T-Zellantigene bekannt waren. CMV war dasjenige B-Herpesvirus,
das hinsichtlich der T-Zellantwort mit grokem Abstand am besten untersucht war und die
Hierarchie der Immundominanz zwischen allen bekannten CMV-Antigenen war bereits
charakterisiert worden (Sylwester et al. 2005). HHV-6B und CMV sind nicht ausreichend
konserviert, um davon auszugehen, dass viele Epitopsequenzen konserviert sein kdnnten,
sondern die Basis der Uberlegung war die Vermutung, dass Antigene mit dquivalenter
Funktion sich auch immunbiologisch ahnlich verhalten kénnten. Solange keine anderen
geeigneten Entscheidungskriterien zur Verfigung standen, war diese Uberlegung
sicherlich plausibel. Ob die Immunbiologie von HHV-6 und CMV tatsachlich so ahnlichen

Regeln folgt, konnte mit einem solchen Ansatz allerdings nicht bewiesen werden.

Im nachsten Schritt wurde daher ein Ansatz gewahlt, der im Sinne einer
Querschnittsanalyse nicht nur eine kleine Minderheit, sondern die Mehrzahl der HHV-6B-
Proteine umfasste. Dieser Ansatz basierte auf der Auswahl eines HLA-Molekuls und der
moglichst vollstandigen Vorhersage von Epitopen zu diesem HLA quer durch das virale
Proteom. Zur Vorhersage von HLA-Klasse-I-prasentierten Epitopen gibt es verschiedene
Algorithmen, die online genutzt werden kénnen (Lundegaard et al. 2008) und zum Teil auf
"machine learning" und umfangreichen Datensatzen von weltweit publizierten T-

Zellepitopen und HLA-Liganden basieren (Vita et al. 2019). Trotz dieser Komplexitat beruht
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die Qualitat der Vorhersage wohl hauptsachlich auf dem Vorhandensein von konservierten
Ankerresten, die fur die Bindung des Peptids an HLA-Klasse-I wesentlich sind (Jackson et
al. 2022). Eine einfachere Methode, die ohne Bioinformatik mdglich ist, zieht nur die fur
das jeweilige HLA bekannten konservierten Ankerreste zur Epitopvorhersage heran. Diese
Methode (Martin et al. 2018), genannt SAMBA (simple anchor motif based algorithm),
berlcksichtigt dabei stark die Ankermotive von gut untersuchten und in der Literatur
mehrfach bestatigten T-Zellepitopen. Sind fur ein HLA-Allotyp nicht genigend
Informationen dazu vorhanden, kdnnen ersatzweise auch konservierte Aminosauremotive
von HLA-eluierten Selbst-Peptidliganden verwendet werden, zu denen mittlerweile grofe,
verifizierte Datenséatze vorliegen (Sarkizova et al. 2020). Mit dieser Methode konnte auch
Stefanie Ameres in Ameres et al. (2014) bereits einige neue Epitope fur CMV erfolgreich
finden. Diese Methode wurde nun auf eine Querschnittsanalyse von CD8*-T-Zellepitopen
quer durch das Proteom von HHV-6B angewandt. HLA-B*08:01 wurde als exemplarisches
HLA-Molekll ausgewanhlt, weil hier ein Ankermotiv von drei Aminosauren herangezogen
werden konnte, welches durch viele gut untersuchte T-Zellepitope erhartet worden war
(Martin et al. 2018). Als Ergebnis konnten 16 neue CD8'-T-Zell-Epitope identifiziert
werden, die von HHV-6B-infizierten Zellen prasentiert wurden. Diese Epitope stammten
aus 12 verschiedenen Antigenen verschiedener Funktion, darunter Struktur- und
Nichtstrukturproteine, friihe und spate Genprodukte des Virus und sogar solche, deren
Existenz als Protein zuvor nur hypothetisch war. In diesen Analysen wurden flir das
Antigen |E-2 (U86) zwei Epitope gefunden, und die Haufigkeiten von spezifischen T-Zellen
gegen diese Epitope lagen auf Platz 1 und 2 unter den 16 insgesamt gefundenen Epitopen.
T-Zellen gegen das "dominanteste" Epitop (DFKSKYLTL) waren in ex vivo Experimenten
in einer so hohen Haufigkeit nachweisbar, wie es sonst fir dominante Antigene bei CMV
oder EBV der Fall ist (Tan et al. 1999; Schlott et al. 2018). Vermutlich sind HHV-6-
spezifische T-Zellen bei gesunden Virustragern im Mittel seltener als CMV-spezifische T-
Zellen (Fastenackels et al. 2019). Wie das hier dargestellte Beispiel zeigt, durfte die
gesamte Haufigkeit HHV-6-spezifischer CD8*-T-Zellen aber auch stark vom HLA-Typ und

somit von der Erkennung einzelner besonders dominanter Epitope abhangen.

Wegen der besonderen Prominenz dieses Epitops wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit
die Virusreaktivitat von T-Zellen (klonal und polyklonal) mit dieser Epitopspezifitdt genauer
uberpruft und es zeigte sich, dass DFK-spezifische T-Zellklone sehr gut in der Lage waren
Zellen, die mit HHV-6B infiziert wurden, zu erkennen. Die Starke der Erkennung ist
vergleichbar zu mit Peptid beladenen B-Blasten. Allerdings konnten weder mit HHV-6A
noch mit HHV-7 infizierte Zellen durch die DFK-Klone erkannt werden. Dies ist allerdings

aufgrund der sehr schlechten Konservierung der Sequenz von DFK in den beiden anderen
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Viren nicht sehr verwunderlich. So gibt es zu HHV-6A (EFKSKESTL) und zu HHV-7
(DFLSKYTAL) jeweils einen Austausch von drei Aminosauren, sodass sich in beiden
Fallen die Motive stark verandern und eine Erkennung durch die DFK-spezifischen Klone
nicht mehr maoglich ist. Diese sehr starke Variation der Aminosauresequenz in diesem
Bereich kdnnte im Zusammenhang mit der starken Immundominanz dieses Epitops in der
HHV-6B-Variante stehen, sodass auf diesen Bereich ein besonders hoher Selektionsdruck
lag. Auch bei CMV kann man diesen Zusammenhang beobachten, dass besonders im IE-
1-Protein Polymorphismen in T-Zellepitopen vorkommen, die die spatere T-Zellerkennung
beeintrachtigen kdnnen. Moglicherweise enthalten besonders polymorphe Bereiche mit
einer hoheren Wahrscheinlichkeit T-Zellepitope. Bei RNA- und Retroviren wurde immer
wieder beobachtet, dass solche schnell mutierenden Viren durch Mutation in Epitopen
einer T-Zellantwort ausweichen kdénnen, etwa bei HIV oder HCV (Shoukry and Walker
2021; Balasubramaniam et al. 2022). Bei SARS-CoV-2 konnten wir bei einer
immunkompromittierten Patientin mit chronischer Infektion den Zusammenhang zwischen
Virusmutation und Immunevasion genauer untersuchen, diese Experimente werden weiter
unten in Abschnitt 5.3 diskutiert.

Diese Beschreibung eines immundominanten Epitops in einem Immediate-Early-Antigen
von HHV-6B, U86 (IE-2), fugt sich recht gut in ein Muster ein, das bei Herpesviren
allgemein beobachtet wird. Bei CMV gehoéren IE-1 und IE-2 zu den vier "starksten"
Antigenen unter den Uber 200 viralen Proteinen (Sylwester et al. 2005). Auch bei EBV
liegen die beiden IE-Proteine (BZLF1 und BRLF 1) auf den vordersten Platzen in Bezug auf
die Starke der CD8"-T-Zellantwort in gesunden Virustragern (Taylor et al. 2015). Es stellt
sich die Frage, wie es zu dieser Immundominanz von IE-Antigenen kommt. Eine einfache
Erklarung dafir ware eine kinetische: Je friher das virale Protein in der infizierten Zelle
exprimiert wird und seine Epitope prasentiert werden, desto mehr kdnnten sich T-Zellen
gegen diese Epitope gegenuber anderen T-Zellen im Wettbewerb durchsetzen
(Kastenmuller et al. 2007). Abhangig vom Virus kénnten die IE-spezifischen CD8*-T-Zellen
somit auch eine besonders gute protektive Wirkung gegen virale Erkrankung besitzen. Fir
die murine CMV-Infektion wurde dies fiir IE-1-spezifische CD8*-T-Zellen bereits gezeigt
(Reddehase et al. 1987). Fur die humane CMV-Infektion deuten klinische Daten in die
gleiche Richtung: IE-1-spezifische CD8+-T-Zellen korrelieren stark mit einem Schutz vor
schwerer Erkrankung bei Patienten mit Herz/Lungen-Transplantation, CD8+-T-Zellen
gegen das (ebenfalls immundominante) Strukturprotein pp65 jedoch nicht (Bunde et al.
2005). Ein ahnlicher Trend zeigte sich fir Patienten nach allogener Stammzell-
transplantation (Sacre et al. 2008). Es ware wichtig, in zukunftigen Ansatzen fir adoptive
Immuntherapie und Vakzinierung gegen Herpesvirus-Erkrankungen den Fokus auf

Antigene zu legen, die eine protektive Antwort hervorrufen.
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5.2 HHV-6-spezifische Epitope in den Antigenen U38 und U41

Ein Hauptbestandteil dieser Arbeit lag im Studium der T-Zellantwort gegen die HHV-6-
Antigene U38 und U41 und in der Identifizierung neuer T-Zell-Epitope in diesen Antigenen.
Diese beiden Antigene wurden aufgrund der ersten Analysen von Larissa Martin fur diese
Arbeit gewahlt, da beide relevante CD8*-T-Zellantigene sind, wie in Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe (Martin et al. 2018) gezeigt. In diesen Vorarbeiten waren zwei CD8*-Epitope
in U38 und drei in U41 identifiziert worden. Es wurde dort auch gezeigt, dass spezifische
CD8*-T-Zell-Klone gegen diese Epitope ebenso in der Lage waren mit HHV-6 infizierte T-
Zellen zu erkennen und zu lysieren. Begrenzte Hinweise auf eine Immunogenitat der
beiden Antigene lagen auch in anderer Literatur schon vor: Nastke et al. (2012) hatten
mittels algorithmischen Vorhersagen von HLA-Klasse-llI-bindenden Peptiden im
Virusproteom bereits einen Epitopkandidaten in U38 identifiziert, der in ELISpot- oder
HLA/Peptid-Multimeranalysen positive Signale ergab. Becerra-Artiles et al. (2015) hatten
einen anderen Ansatz gewahlt, um die Komplexitat des viralen Proteoms zu handhaben:
Sie nutzten die Reaktivitat von T-Zellen gegen fraktioniertes Viruslysat zur Vorauswahl von
potenziellen Antigenen. Aus diesem Screening ergaben sich zehn HHV-6B-Antigene als
Kandidaten, darunter U41, jedoch konnten die Autoren letztlich in diesem Antigen keine T-
Zellepitope nachweisen. Somit war das Spektrum von T-Zell-Epitopen in diesen beiden

Antigenen zu Beginn der vorliegenden Arbeiten noch weitgehend unerforscht.

Zwar gehoren die beiden Proteine nicht zu den besonders abundanten Proteinen in HHV-
6B-infizierten Zellen und haben auch keine bekannte Funktion als Komponenten von
Viruspartikeln (Becerra-Artiles et al. 2015; Nastke et al. 2012) jedoch sind sie essentiell fur
die virale DNA-Replikation (U38: DNA-Polymerase, U41: DNA-Bindeprotein).

In Martin et al. (2018) wurden Epitope mittels eines simplen Ankermotiv-basierten Ansatzes
(SAMBA) vorhergesagt und zwar nur fur eine einzige HLA-Restriktion (HLA-B*08:01) quer
durch das Virus, was durch das sehr klar strukturierte Bindemotiv von HLA-B*08:01
erleichtert wurde. In der hier vorliegenden Arbeit sollte die T-Zellantwort gegen die beiden
Antigene U38 und U41 nun ohne Epitopvorhersage oder sonstige anfangliche
Einschrankung von Grund auf analysiert werden. Zu diesem Zweck wurden fir beide
Antigene vollstandige, Uberlappende 15-mer-Peptidbibliotheken verwendet. Solche
Peptidbibliotheken eignen sich fiir die Identifikation von CD8*-Epitopen und CD4*-Epitopen
(Kern et al. 1999; Kern, Faulhaber, Frommel, et al. 2000), da die kirzeren Peptide, die fur
die Beladung von HLA-Klasse-I bendtigt werden, durch extrazelluldre Prozessierung der

15-mere durch Proteasen im Serum oder auf der Zelloberflache unter
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Zellkulturbedingungen gebildet werden (Kern, Faulhaber, Frommel, et al. 2000; Kozlowski
et al. 1993). Die Peptide werden verwendet, um antigenprasentierende Zellen zu beladen,
beispielsweise PBMCs oder aktivierte B-Zellen und so T-Zellen zu stimulieren. Die
Methode ist flexibel, da die Peptide als Pools bis zu rund 150 Peptiden, als Subpools oder
Einzelpeptide verwendet werden. Die Peptide kénnen sowohl zur Vermehrung und
Anreicherung spezifischer T-Zellen benutzt werden als auch zu Testung von deren
funktioneller Spezifitat. Dabei konnen die Funktionen Proliferation, Zytokinsekretion,
Zytotoxizitat oder Aktivierungsmarker-Hochregulation als Testparameter dienen (Kern,
Faulhaber, Frommel, et al. 2000; Ameres et al. 2015; Wiesner et al. 2005). In der
vorliegenden Arbeit wurde als funktioneller Testparameter vorwiegend IFN-y-Sekretion
verwendet, da dadurch virusspezifische CD8"- und CD4*-T-Zellen in aller Regel sensitiv
und umfassend nachgewiesen werden kdnnen und auch noch spezifische Zytotoxizitat

gezeigt werden kann.

In Vorexperimenten wurde die ex vivo Haufigkeit von T-Zellen gegen U38 und U41 mittels
ELISpot-Testung von PBMCs mit kompletten Subpools in Matrixanordnung getestet
(Abbildung 12 und 35). Die Hoffnung, so schon zu vorlaufigen Informationen zu
potenziellen immunogenen Regionen in diesen Antigenen zu kommen, erflllte sich nicht,
denn die U38- und U41-spezifischen T-Zellen waren zu selten, um in diesen Tests klare
Resultate zu ergeben. Dies war aber nicht uberraschend, sondern stand im Einklang mit
typischen Ergebnissen zur Haufigkeit HHV-6-spezifischer T-Zellen anderer Arbeitsgruppen
(Nastke et al. 2012; Becerra-Artiles et al. 2015; Hanson et al. 2019). Daher mussten
spezifische T-Zellen vor weiterfuhrenden Analysen gezielt angereichert werden. Daflr
wurden PBMCs gesunder, HHV-6-seropositiver Spender Uber mehrere Wochen mit
Peptiden, die das gesamte Proteom von U38 oder U41 abdecken, stimuliert, ab der zweiten
Stimulation mittels autologer, peptidbeladener CD40-aktivierter B-Zellen (Wiesner et al.
2008; Zentz et al. 2007). Zwischenzeitliche Tests der so entstehenden T-Zellkulturen
gaben Auskunft Uber eine eventuelle Vermehrung von antigenspezifischen T-Zellen gegen
bestimmte Subpools. Bei Nachweis einer deutlichen Anreicherung von antigenspezifischen
T-Zellen wurde dann eine Einzelzellklonierung der Kulturen unternommen, da T-Zellklone
die genaueste Untersuchung der spezifischen Funktion von T-Zellen gestatten.

Insbesondere ihrer Fahigkeit, auch infizierte Zellen in vitro zu erkennen (Martin et al. 2018).

In der vorliegenden Arbeit kann die erfolgreiche Absolvierung dieser Methodik fur einen
gesunden HHV-6-positiven Spender gezeigt werden. Analoge Versuche, bei vier weiteren
HHV-6-positiven Spendern U38- und U41-spezifische T-Zellen zu vermehren, waren nicht

erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Die Grunde dafur sind unklar. Méglicherweise war bei



Diskussion 143

diesen anderen Spendern die Haufigkeit von U38- und U41-spezifischen T-Zellen noch
geringer, sodass eine Vermehrung mit dem verwendeten Protokoll nicht moglich war. Fir
diese Vermutung wiirde auch sprechen, dass ein aktuelles Screening von CD4*-T-Zellen
gegen einen vollstandigen Satz von HHV-6B-Proteinen mit 18 gesunden Spendern nur in
einem dieser Spender eine Antwort gegen U38 fand, und nur in zwei der Spender eine
Antwort gegen U41 (Hanson et al. 2019). Das Sensitivitatslimit der dort verwendeten
Methode (Proliferationstests mit 3H-Thymidin-Einbau) kann allerdings nicht quantitativ mit
den hier prasentierten verglichen werden. Gleichwohl scheint es mdglich, dass auch bei
den hier nicht erfolgreich untersuchten Spendern U38- und U41-spezifische T-Zellen
vorhanden sein kdnnten, mindestens CD4*-T-Zellen, wenn auch in geringer Haufigkeit.
Dafur spricht unter anderem die hohe Diversitat der hier bei einem einzigen gesunden
Spender bereits identifizierbaren Epitope und HLA-Klasse-II-Restriktionen in diesen

Antigenen. Auf diese wird im Folgenden nochmals kurz eingegangen.

Insgesamt konnten elf U38-spezifische und zehn U41-spezifische Klone oder
biklonale/bireaktive Mikrokulturen etabliert werden, die, wie von oligo/monoklonalen
Kulturen zu erwarten (Ameres et al. 2013; Martin et al. 2018), ein klares Reaktionsmuster
und hohes Signal- zu Hintergrundverhaltnis aufwiesen. Durch Analyse dieser Klone
wurden fiir beide Antigene mehrere Epitope identifiziert. Bei U38 waren dies zwei CD8*-T-
Zell-Epitope und vier CD4*-T-Zellepitope, bei U41 waren es acht CD4*-T-Zellepitope,
jedoch kein CD8'-Epitop. Bei U38 ergaben sich erste Hinweise auf eine mogliche
Immundominanz eines HLA-A*03:01-restringierten CD8"-T-Zell-Epitops, da diese
Spezifitat in sechs der mono/biklonalen Kulturen enthalten war, alle anderen Spezifitaten
jedoch in jeweils nur einer Kultur. Bei U41 war eine der CD4*-Spezifitaten in drei Klonen

vertreten, die anderen sieben Spezifitdten nur je einmal.

Ebenso wie in frlheren Analysen unserer Arbeitsgruppe zum Antigen IE-1 aus dem
humanen Cytomegalievirus (Ameres 2015) wurde bei den CD4*-T-Zellen ein breites
Spektrum von HLA-Restriktionen gefunden, welches alle drei HLA-Subklassen umfasste
(HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR). Daraus lasst sich folgern, dass Analysen virusspezifischer
CD4*-T-Zellen und ihrer Epitope, die sich auf HLA-DR beschranken, nur einen Teil des
tatsachlichen Repertoires erfassen. Diese Einschrankung muss bei der Einschatzung der
meisten bisherigen Studien zum Repertoire HHV-6-spezifischer CD4*-T-Zellen
berlcksichtigt werden (Nastke et al. 2012; Becerra-Artiles et al. 2015; Becerra-Atrtiles et al.
2019). Sie ist auch relevant fiir Studien zu CD4*-T-Zellantworten gegen andere Viren, die
sich auch oft auf HLA-DR beschranken (Weiskopf et al. 2015).
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Die Tatsache, dass die meisten Spezifititen sowohl bei U38 als auch U41 nur einmal
gefunden wurden, lasst vermuten, dass die hier gezeigten Analysen das T-Zellrepertoire
gegen diese Antigene nur unvollstandig erfasst haben und es noch erheblich mehr T-
Zellepitope, insbesondere CD4*-T-Zellepitope in diesen Antigenen geben koénnte. Es ist
schwierig, allgemeine Aussagen Uber die zu erwartende Vielfalt von Epitopen zu machen.
Die Untersuchung des CMV |E-1-spezifischen CD4*-T-Zell-Repertoires unserer
Arbeitsgruppe, die ahnliche Methoden verwendete wie die hier gezeigte Analyse (jede
Spezifitait wurde mit T-Zellklonen bestatigt), identifizierte bei sieben CMV-positiven
gesunden Spendern insgesamt mindestens 27 unabhangige T-Zellepitope (Ameres et al.
2015). Auch fiir die CD4*-T-Zellantwort gegen CMV |E-1 gilt, dass die T-Zellen eine
niedrige Haufigkeit haben und daher nur schwer ex vivo nachzuweisen sind. Insgesamt
wurden bis dato in der Datenbank IEBD (Vita et al. 2019) 72 CD4*-Epitope aus CMV IE-1
belegt (Abfrage im Oktober 2022), aber hier ist zu berlcksichtigen, dass die Daten aus
sehr unterschiedlichen Quellen zusammenkommen und die gleichen Epitope
moglicherweise als unterschiedliche Peptide angefuhrt werden (mit nicht von T-Zellen
erkannten unterschiedlichen N- oder C-terminalen Verlangerungen). Bei EBV, als weiteres
Beispiel eines viel untersuchten Herpesvirus, ist EBNA1 das Antigen mit der bisher
héchsten Epitopdiversitat: Nach jetzigem Stand 63 Epitope in IEDB und 31 Epitope in
einem jlingeren Ubersichtsartikel (Taylor 2015).Die beiden Proteine U38 und U41 sind mit
1012 bzw. 1132 Aminosauren jeweils mehr als doppelt so lang wie CMV I[E-1 (491
Aminosauren) und EBV EBNA1 (ca. 420 Aminosauren abziglich repetitiver Sequenzen),

eine entsprechend hdhere Zahl von Epitopen kdnnte also vermutet werden.

Die humanen Roseoloviren (HHV-6A, -6B und -7) und in besonderem Maf® HHV-6A und
6B, sind hinreichend konserviert, dass die Moglichkeit identischer oder gut konservierter
T-Zellepitope zwischen diesen Viren besteht. Zum Beispiel waren von den in Martin et al.
(2018) beschriebenen 16 Epitopen, die durch Erkennung von infizierten Zellen bestatigt
wurden, zehn zwischen HHV-6A und 6B vollstandig konserviert. Soweit dort getestet,
erkannten CD8*-T-Zellen gegen konservierte Epitope sowohl HHV-6A als auch 6B-
infizierte Zellen. Die Konservierung auf Aminosaure-Ebene der hier untersuchten Antigene
ist bei U38: Zwischen HHV-6B und HHV-6A 97,9 %; zwischen HHV-6B und HHV-7:
66,6 %. Bei U41: Zwischen HHV-6B und 6A 98,8 %; zwischen HHV-6B und HHV-7 68,5 %.
Eine Konservierung der meisten T-Zellepitope in diesen Antigenen zwischen HHV-6A und
6B ware daher zu erwarten, ebenso die Konservierung einiger Epitope zwischen HHV-
6A/B und HHV-7. In Rahmen dieser Arbeit konnte das entsprechende
Reaktivitatsverhalten von T-Zellen fur das HLA-A*03:01-restringierte U38-Epitop
VVFEGQQKK naher untersucht werden. Dieses Epitop ist in HHV-6A und 6B vollstandig
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konserviert und die drei getesteten T-Zellklone mit dieser Peptidspezifitdt erkannten
sowohl HHV-6A- als auch 6B-infizierte Zellen. HHV-7-infizierte Zellen wurden ebenfalls
noch erkannt, wenn auch deutlich schwacher; in HHV-7 ist die Epitopsequenz
VVFEGQQKK in der ersten Aminosaure zu AVFEGQQKK verandert. Ein Austausch einer
Aminosaure durch eine chemisch verwandte lasst manchmal einen Erhalt der T-
Zellerkennung noch zu, aber dies ist im Einzelfall schwer vorherzusagen, da die Toleranz
fur solche Veranderungen auch bei T-Zellen gleicher Spezifitat, aber mit unterschiedlichem
TCR, sehr unterschiedlich sein kann (Burrows et al. 1995). Die entsprechenden
Erkennungsmuster fir die anderen hier beschriebenen Spezifitditen missen in Zukunft
untersucht werden. Es konnte auch fur eine adoptive Immuntherapie in der Zukunft nitzlich
sein, spezifische T-Zellen oder TCRs zur Verfigung zu haben, die nicht nur HHV-6B,

sondern auch die anderen Roseoloviren erkennen und kontrollieren kbnnen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl gegen U38 als auch gegen U41 in
einer gesunden Virustragerin T-Zellen vorliegen, die in der Lage sind, das Virus im Kontext
der Infektion in vitro zu erkennen. Fur die zukinftige Nutzung HHV-6-spezifischer T-Zellen
in der adoptiven Immuntherapie oder fir ein krankheitsbegleitendes Immunmonitoring sind
dies wichtige Informationen. Jedoch werden weitere Untersuchungen nétig sein, um das
T-Zell- und Epitoprepertoire gegen die beiden Antigene in unterschiedlichen Spendern mit
unterschiedlichem HLA-Hintergrund noch genauer und reprasentativer zu charakterisieren.
Eine verbesserte Kenntnis von HHV-6-spezifischen T-Zellen und ihrer genauen
Zielstrukturen konnte auch dabei helfen, die Pathomechanismen von potenziell HHV-6-
assoziierten Erkrankungen wie beispielsweise Multiple Sklerose, Morbus Alzheimer oder
auch des Chronic-Fatigue-Syndromes genauer zu erforschen, indem bei diesen Patienten

das HHV-6-spezifische T-Zellspektrum genauer untersucht wird.
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5.3 SARS-CoV-2: Evolution und Immunitat

Seit Beginn der Zirkulation des Coronavirus SARS-CoV-2 im Jahre 2019 entwickelten sich
immer wieder neue Virusvarianten mit jeweils charakteristischen Mutationen. Es wurde
intensiv untersucht, in welcher Form sich die einzelnen Mutationen auf die Eigenschaften
des Virus wie z.B. Ubertragbarkeit, Virulenz oder Immunogenitat auswirken (Harvey et al.
2021). Besonders viele Mutationen betreffen das Spike-Protein und insbesondere dessen
S1-Untereinheit, die rund die Halfte des Spike-Proteins ausmacht und auch die Rezeptor-
Bindedomane (RBD) enthalt. Die S1-Untereinheit ist das Hauptziel von neutralisierenden
Antikérpern und neue Varianten enthalten oft Mutationen in Epitopen flir solche Antikorper,
die deren Bindung reduzieren (Planas et al. 2021). Dies erhdht die Wahrscheinlichkeit,
dass neue Virusvarianten Personen infizieren kdnnen, die bereits Immunitat gegen friihere
Varianten von SARS-CoV-2 aufweisen, sei es nach Impfung oder Infektion. Besonders
ausgepragt ist diese Immunevasion im Falle der Omikron-Varianten, die seit Mitte Winter
2021/2022 das infektiose Geschehen bestimmen und einer Vorimmunitadt in Form
neutralisierender Antikérper weitgehend ausweichen (Liu, Iketani, et al. 2022; Hachmann
et al. 2022). Darlber hinaus kénnen neue Mutationen im Spike-Gen die Affinitat von Spike
zu seinem zelluldren Rezeptor ACE2 oder die Fahigkeit zum ACE2-unabhangigen
Zelleintritt die Replikationsfahigkeit und die Virusinfektiositat beeinflussen (Meng et al.
2022; Willett et al. 2022). Spike-Mutationen in den Omikron-Varianten sind daflr
verantwortlich, dass diese Varianten Zellen der oberen Atemwege effektiver infizieren als
Zellen der Lunge und dies geht einher mit einer hdheren Affinitdt des Omikron-Spike zu
ACE2 und einer Unabhangigkeit der Infektion von der zelluldaren Protease TMPRSS2
(Meng et al. 2022; Willett et al. 2022). Die Kombination aus molekularen Unterschieden
gegenlber friheren Varianten und einer erheblichen Immunevasion ist wohl der
Hauptgrund dafur, dass Omikron-Varianten in kurzer Zeit einen Grofteil der Bevolkerung
infiziert haben. Weil die bis Sommer 2022 verfiigbaren Impfstoffe von der urspriinglichen
Variante von SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1) abgeleitet waren, wirkt sich die Immunevasion
so aus, dass Geimpfte vor Infektion und Erkrankung mit Omikron-Varianten wesentlich
weniger geschutzt sind als vor friheren Varianten (Altarawneh et al. 2022; Andrews et al.
2022) und zum Teil einige Monate nach Impfung bereits eine negative Effektivitat bei

geimpften Personen beobachtet wurde (Buchan et al. 2022).

In dieser Arbeit wurden zwei Projekte zur Immunitat gegen SARS-CoV-2 durchgefihrt. Im
ersten Projekt wurde der Fall einer Patientin mit einer chronischen schweren COVID-19-
Erkrankung untersucht. Die Patientin war nach Behandlung eines follikularen Lymphoms
B-Zell-defizient und IgG-defizient, da sie im Zuge der Krebstherapie auch einen anti-CD20-

Antikérper erhalten hatte. lhre COVID-19-Erkrankung wurde unter anderem mit
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Rekonvaleszenten-Plasma behandelt. Die hier prasentierten Ergebnisse legen nahe, dass
das Auftreten von Mutationen im SARS-CoV-2 Genom, verbunden mit der Immunflucht vor
spezifischen Antikorpern und CD8*-T-Zellantworten, mit hoher Wahrscheinlichkeit zum

schweren und letztlich letalen Verlauf der Erkrankung beigetragen haben.

In der Publikation zu diesem Fall (Khatamzas et al. 2022) sind die Beitrage verschiedener
Arbeitsgruppen zusammengefiihrt. Die Neutralisationstests mit verschiedenen
Virusisolaten der Patientin (durchgefihrt von Markus Antwerpen et al., Universitat der
Bundeswehr) zeigten, dass das in der Patientin evolvierte SARS-CoV-2-Varianten
gegenuber neutralisierenden Antikérpern aus transfundiertem Rekonvaleszentenplasma
zunehmend resistent waren. Somit ermoglichten die neu erworbenen Mutationen dem
Virus, den transfundierten, polyklonalen Antikdrpern zu entkommen. Mit groBter
Wahrscheinlichkeit ist diese Immunevasion auf die drei Mutationen im Spike-Gen
zuruckzufuhren, die im Laufe der Erkrankung der Patientin entstanden und dann fixiert und
dominant wurden. Es ist auffallend, dass alle drei Mutationen spater in "variants of concern"
auftraten (siehe unten). Grundsatzlich ware eine Gabe von Rekonvaleszentenplasma bei
der Behandlung von immungeschwachten COVID-19-Patienten mit Iangerer Infektion eine
mogliche Therapieform. In der Realitat ist die beobachtete therapeutische Wirksamkeit
uneinheitlich (Abani and Group 2021; Franchini et al. 2022). Es wurde vorgeschlagen, eine
solche Therapie vorwiegend im Friuhstadium der Erkrankung bei Gefahrdeten
anzuwenden, da sie dann effektiver sei (Libster et al. 2021; Katz 2021). Bei einer
Anwendung bei Omikron-Erkrankten dirfte es wichtig sein, Plasma von Spendern zu
verwenden, die vorher mit Omikron (mdglichst der gleichen Variante) infiziert waren, da
neutralisierende Antikdrper gegen frihere Varianten Omikron in geringerem Umfang
neutralisieren, wie man zum Beispiel bei Geimpften sieht (Cele et al. 2022; Bruel et al.
2022). Die Antikorper-Therapie wird nun meist mit monoklonalen Antikérpern durchgefihrt,
aber auch hier sind die Verhaltnisse weiterhin sehr dynamisch. Nach dem Stand vom
Herbst 2022 werden aktuelle Omikron-Varianten wie BA.5 und BA.2.75 noch teilweise von
den aktuell verfigbaren Antikdrpern neutralisiert (Takashita et al. 2022; Sheward et al.
2022).

Die in dieser Patientin gefundenen Spike-Mutationen traten allesamt spater auch in
zirkulierenden SARS-CoV-2-Varianten in Erscheinung: Der Austausch E484K in Beta und
Gamma, die Deletion an Position 144 in Alpha und der Austausch S477N in Omikron (BA.1,
BA.2, BA.4 und BA.5). Alle diese Mutationen sind als Antikdrper-Evasionsmutationen
bekannt (Khatamzas et al. 2022). In der Patientin traten also bereits im Sommer 2020

Mutationen auf, die unabhangig davon im Verlauf des anschlieBenden Jahres von
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zirkulierenden Varianten erneut entwickelt wurden. Das Auftreten von E484K in
immunsupprimierten COVID-19-Patienten wurde auch von anderen beobachtet (Jensen et
al. 2021). Dies legt die hohe Bedeutung dieser Mutationen fur die Immunevasion nahe und
zeigt, dass Zielepitope neutralisierender Antikorper im Spike-Protein nicht nur bei der
ersten Infektion, sondern auch bei der Aufrechterhaltung einer chronischen Infektion unter
Druck des Immunsystems stehen. Mdglicherweise spielt die Eliminierung von freiem Virus
durch neutralisierende Antikdrper auch bei der chronischen Infektion eine wichtige Rolle.
Alternativ kdnnte es sein, dass infizierte Zellen Spike-Protein auf ihrer Zellmembran tragen,
dieses durch Antikdrper gebunden und die Zellen dann durch antikérperabhangige
Zytotoxizitat (ADCC), etwa durch NK-Zellen, eliminiert werden (Hagemann et al. 2022;
Rieke et al. 2022). Allerdings ist Immunevasion nicht der einzige mogliche Grund fur das
Auftreten dieser Mutationen, da eine Mutation von Oberflachenstrukturen auf dem Spike-
Protein auch dessen molekulare Eigenschaften beeinflussen kann: Zum Beispiel
beeinflusst die E484K-Mutation je nach Kontext auch die Bindung von Spike an den
Rezeptor ACE2 (Wolf, Kwan, and Kamil 2022; Gobeil et al. 2021).

Zusatzlich zu diesen drei Mutationen im Spike-Gen traten bei der Patientin im Laufe der
Erkrankung neun nichtsynonyme Mutationen in anderen Genen auf, die fixiert und
dominant wurden. Die Patientin hatte im peripheren Blut CD4*-T-Zellen und CD8"-T-Zellen,
wenn auch in reduzierter Zahl und insbesondere die CD8'-T-Zellen zeigten einen
aktivierten Phanotyp. Es lag nahe, der Frage nachzugehen, ob hier Mutationen in T-
Zellepitopen vorliegen kénnten. Alle betroffenen Regionen wurden daher als Peptide in
unmutierter und mutierter Form synthetisiert und in T-Zellexperimenten getestet. Neben
15-meren wurden auch definierte, mit SAMBA (Martin et al. 2018) vorhergesagte CD8*-T-
Zellepitope zur Stimulation von T-Zellen verwendet. Da Proben der Patientin knapp waren,
wurden hierfur vorwiegend konvaleszente Spender herangezogen, die in der ersten Welle
im Fruhjahr 2020 ihre SARS-CoV-2-Infektion durchgemacht hatten. Mit T-Zellkulturen, die
aus solchen Spendern hergestellt wurden, konnte fur vier dieser Mutationen (in drei T-
Zellepitopen mit drei verschiedenen HLA-Restriktionen) gezeigt werden, dass sie zu einer
Evasion gegeniber einer Erkennung durch CD8'-T-Zellen flihren. Fir eines dieser
Epitope, das B*35:01-Epitop TPS, konnte sogar gezeigt werden, dass zwei Mutationen,
die zeitlich nacheinander im gleichen Epitop aufgetreten waren, kumulativ zur
Immunevasion beitrugen. Bereits die erste Mutation verringerte die funktionelle T-
Zellerkennung und die HLA/Peptid-Multimerfarbung, aber erst nach der zweiten Mutation
wurde beides weitgehend verhindert. Dieses Epitop war zwar bereits in der Literatur
genannt (Tarke et al. 2021), jedoch noch nicht als immundominant oder anderweitig

auffallend beschrieben worden. In hier nicht gezeigten Daten der Arbeitsgruppe waren T-
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Zellen gegen dieses Epitop jedoch bei einer konvaleszenten Spenderin als dominant
aufgefallen (Arbeiten von W. Mohr). Die anderen beiden Epitope (CTD, HLA-A*01:01;
ALW, HLA-A*02:01) waren in der Literatur bereits genauer beschrieben worden: Sie
gehodrten zu den dominantesten Epitopen ihrer HLA-Restriktion in SARS-CoV-2, und es
wurde gezeigt, dass entsprechende T-Zellen auch endogen prozessiertes Antigen
erkennen (Ferretti et al. 2020). Jedoch ist auffallig, dass diese "CD8-T-Zell-evasiven"
Mutationen bisher nicht in vorherrschenden VOCs dominant geworden sind (Stand:
Oktober 2022), obwohl sie gelegentlich in geringer Haufigkeit beobachtet wurden
(Khatamzas et al. 2022). Dies konnte bedeuten, dass CD8*-T-Zellen bei
immungeschwachten Patienten mit einer chronischen Infektion einen starkeren
Selektionsdruck auf das Virus ausuben als bei Ublicher kurzzeitiger Infektion und es somit

hier haufiger zu Mutationen kommt als in immunkompetenten Patienten (Kemp et al. 2021)

Allerdings haben Mutationen in CD8"-T-Zell-Epitopen auch in zirkulierendem Virus eine
durchaus bemerkbare Haufigkeit. Am detailliertesten wurde dies bisher fur die Spike-
Mutation P272L herausgearbeitet, die dazu fuhrt, dass ein HLA-A*02:01-restringiertes
Epitop von CD8*-T-Zellen nicht mehr erkannt wird (Dolton et al. 2022). Virusvarianten mit
dieser Mutation wurden bereits im ersten Jahr der Pandemie in Europa beobachtet und
erreichten in einigen Landern zeitweilig eine Haufigkeit von bis zu 2 % der sequenzierten
Virusgenome (Dolton et al. 2022). Diese setzten sich aber nicht nachhaltig durch und sind
auch in keiner der aktuellen Omikron-Varianten dominant. Es scheint nicht bekannt zu sein,
ob auch das mutierte Epitop ein funktionales CD8"-Epitop ist. Seine Sequenz
(YLQPRTFLL wird zu YLQLRTFLL) Iasst dies wahrscheinlich zu, da die Ankerreste auf
den Positionen 2 und 9 nicht mutiert sind. Auch weitere immunevasive Mutationen in CD8"-
T-Zellepitopen wurden bereits beschrieben, aber auch diese setzten sich in zirkulierenden
Varianten bislang nicht durch (Agerer et al. 2021; de Silva et al. 2021).

Warum spielt Immunselektion durch CD8*-T-Zellen eine geringere Rolle bei der Evolution
von SARS-CoV-2 als neutralisierende Antikérper? Dafur kdnnte es mehrere Erklarungen
geben. Erstens wird die Verbreitung und Evolution des Virus wahrscheinlich mehr durch
leicht verlaufende als schwer verlaufende Infektionen determiniert und bei leichten
Verlaufen wird das Virus moglicherweise vorwiegend zu einem Zeitpunkt weitergegeben,
zu dem sich eine spezifische CD8*-T-Zellantwort noch nicht voll ausgebildet hat. Zweitens
ist die Diversitat von HLA-Klasse-I-Molekulen in den meisten Bevdlkerungen der Welt hoch
und somit ist der evolutionare Druck nicht genug, um Mutationen zu erzwingen, die
ohnehin nur ein einziges Epitop einer einzigen HLA-Restriktion betreffen werden und somit

nur fir eine Minderheit der Infizierten Gberhaupt relevant sein kénnten. Drittens reagieren
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immunkompetente Personen gegen das Virus mit einer T-Zellantwort von durchschnittlich
rund 30 Epitopen (Tarke et al. 2021; Moss 2022) und die Mutation eines dieser Epitope
kdnnte die Kontrolle des Virus nur unwesentlich beeinflussen. Die durchschnittliche
Mutationsgeschwindigkeit von Coronaviren (Sanjuan et al. 2010) durfte aber zu niedrig
sein, um das Auftreten mehrerer relevanter Mutationen in den drei bis zehn Tagen einer

durchschnittlichen Infektion zu ermdglichen.

Anders ist die Situation bei langandauernden Infektionen in immunsupprimierten Patienten.
In der hier beschriebenen Patientin wurden, trotz ihres immunkompromittierten Status, die
ersten immunevasiven Mutationen erst nach 20 Tagen beobachtet und es dauerte bis zum
Tag 41, bis sie dominant wurden (Khatamzas et al. 2022). Zudem durften bei
Immunkompromittierten weniger Mutationen ausreichen, um eine erhebliche CD8*-T-Zell-
Immunevasion zu bewirken, denn bei immungeschwéachten Personen werden namlich
aufgrund eines reduzierten T-Zell-Repertoires und einer funktionellen T-Zell-
Beeintrachtigung vermutlich weniger SARS-CoV-2-Epitope erkannt als bei einer
immunkompetenten Person (Tarke et al. 2021; Enssle et al. 2022). Zuklnftige Analysen
der T-Zell-Diversitat bei Immunkompromittierten, vorzugsweise durch hochauflésende T-
Zell-Rezeptor-Sequenzierung (Huth et al. 2019), werden helfen, diese Vermutungen zu
Uberprifen. Bislang ist bekannt, dass die Gesamtzahl der CD8*-T-Zellen bei Patienten mit
hamatologischen Malignomen und B-Zelldefizienz einen wichtigen glnstigen

prognostischen Faktor fir den Verlauf von COVID-19 darstellen (Bange et al. 2021).

Auch das zweite Projekt zu SARS-CoV-2 im Rahmen der vorliegenden Arbeit befasste sich
mit der Rolle von T-Zellen bei immunkompromittierten Patienten. In diesem Projekt sollte
der Frage nachgegangen werden, inwieweit mMRNA-basierte Impfstoffe gegen SARS-CoV-
2 bei einer Kohorte von Krebspatienten, die an verschiedenen hamatologischen
Malignomen erkrankt sind, Spike-spezifische T-Zell-Antworten auslésen kdnnen. Diese
Impfstoffe induzierten bei der Mehrheit der gesunden Empfanger Spike-spezifische T-Zell-
Antworten (Goel et al. 2021; Tarke et al. 2021). Bei Krebspatienten, die entweder gerade
eine immunsuppressive Therapie erhalten oder diese vor einiger Zeit erhalten haben,
konnte dies nicht unbedingt angenommen werden. Eine Reihe von Publikationen
beschrieb suboptimale T-Zellantworten bei Patienten mit verschiedenen hamatologischen
Krebserkrankungen nach der SARS-CoV-2-Impfung. Fendler et al. (2021) fanden nach
Impfung eine T-Zell-Antwort bei 4 von 4 Patienten mit bosartigen B-Zell-Erkrankungen, die
nach einer Behandlung mit anti-CD20-Antikérpern eine B-Zell-Defizienz aufwiesen und
somit auch in ihrer Fahigkeit zur Bildung neuer Antikbrperantworten stark defizient waren.

Dieses ermutigende Ergebnis wurde von anderen nur teilweise bestatigt: Liebers et al.
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(2022) legten Daten zu einer grofleren Kohorte von Patienten mit bdsartigen B-Zell-
Erkrankungen vor, die ebenfalls eine anti-CD20-Behandlung gerade erhielten oder
erhalten hatten. In dieser Studie wurden mittels ELISpot zwei Wochen nach der Impfung
bei nur 58 % aller 50 Patienten Spike-spezifische T-Zellen nachgewiesen (Liebers et al.
2022). Noch schlechter waren die beschriebenen Impferfolge beim malignen Myelom, bei
dem nur in 34 % der Patienten nach Impfung eine SARS-CoV-2-spezifische T-Zellantwort
gefunden wurde, ebenfalls im IFN-y-ELISpot. Obwohl viele dieser Studien den gleichen
Test verwendet hatten (IFN-y-ELISpot mit SARS-CoV-2-Spike-Peptiden als Stimulator),
unterschieden sie sich doch erheblich in Einzelheiten der Durchfihrung, in der
eingesetzten Zellzahl, in der genauen Gestaltung des Antigens (Peptidbibliotheken, die
das Spike-Protein ganz oder nur teilweise abdeckten) und in den Ergebnissen der

Negativkontrollen und gesunden Kontrollspender.

Daher schien es notwendig, diese Resultate unabhangig zu tUberprifen. Diese Gelegenheit
ergab sich, da A. Hafkemeyer und Kolleglnnen an der Universitat Freiburg eine Kohorte
von Krebspatienten, vorwiegend mit hamatologischen Krebserkrankungen rekrutiert
hatten, insbesondere mit B-Zellmalignomen mit und ohne anti-CD20-
Antikérperbehandlung und mit multiplem Myelom (MM). Von 59 Patienten waren Proben
verfugbar, die fur die Analyse von T-Zellantworten mittels IFN-y-ELISpot im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden. Die Mehrzahl der Patienten hatte eine
Grundimmunisierung mit zwei Dosen der Pfizer/Biontech-Impfung BNT162b2 (Libster et al.
2021) erhalten. Die Impfantworten wurden gegen Peptide getestet, die das Spike-Protein
der Delta-Variante abdeckten. Omikron war zum Zeitpunkt der Analysen (ab Oktober 2021)

noch nicht verbreitet und Reagenzien dafur standen noch nicht zur Verfigung.

Bei einer deutlichen Mehrheit der Patienten mit hdmatologischem Krebs wurde nach zwei
Impfstoffdosen eine impfstoffinduzierte T-Zell-Antwort gefunden: Es gab nach der zweiten
mRNA-Impfung einen Anstieg der Spike-spezifischen T-Zellen bei 85 % aller Patienten und
bei 76 % der Patienten sogar eine Zunahme von mehr als 10 Spots pro Million eingesetzter

PBMCs (Hafkemeyer et al., zur Publikation eingereicht).

Auch bei den Patienten, die zur Zeit der Impfung oder kurz davor noch mit anti-CD20-
Antikérpern behandelt wurden, zeigten 12 von 13 Patienten eine funktionelle T-Zell-
Antwort gegen das Spike-Antigen von SARS-CoV-2 nach der zweiten Impfung. Dies
unterstutzt die These, dass eine SARS-CoV-2-mRNA-Impfung selbst bei den meisten
Patienten von Nutzen sein kann, die nicht in der Lage sind, aufgrund fehlender B-

Lymphozyten anti-Spike-Antikdrper zu bilden. In diesen Patienten kommt es dennoch in
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den meisten Fallen zu einer primaren Aktivierung von spezifischen T-Zellen und damit zum
Aufbau einer zelluldren Immunitat.

Ebenso zeigte die Mehrheit der MM-Patienten (89 %, 16/18) nach zwei BNT162b2-mRNA-
Impfungen eine nachweisbare SARS-CoV-2-Spike-spezifische T-Zell-Antwort. Dies stand
im Gegensatz zur oben genannten Publikation von Enssle et al. (2022) die feststellten,
dass nur 34 % der MM-Patienten eine solche Reaktion zeigten. Allerdings konnten Enssle
et al. (2022) nur bei 71 % ihrer geimpften gesunden Kontrollen ein positives Signal in ihrem
T-Zell-Experiment messen, was im Gegensatz zu den Erkenntnissen vieler anderer
Arbeitsgruppen steht, dass eine Spike-spezifische T-Zell-Antwort bei praktisch allen
gesunden geimpften Personen zumindest kurz danach zu finden ist (Zhang, Mateus, et al.
2022). Bei Enssle et al. (2022) lag das Hintergrundsignal im ELISpot ohne Antigen
ungewohnlich hoch, was die Autoren veranlasste, dafur einen Cut-off von 55 Spots
anzusetzen (Enssle et al. 2022). Es liegt nahe, bei einem so hohen Hintergrund ein
technisches Problem zu vermuten. Hierflir gibt es verschiedene Mdglichkeiten: Eine
Kontaminationen der verwendeten Medien oder Peptide mit immunogenen Substanzen;
Verwendung von Seren wie z.B. fétalem Kalberserum, das eine zu starke nichtspezifische
Stimulation von irrelevanten T-Zellen bewirkt oder ungeeignete Kriterien bei der
maschinellen Auszahlung der Spots (Dittrich and Lehmann 2012; Janetzki and Britten
2012). Der in unserem Labor etablierte ELISpot-Test (Moosmann et al. 2010; Ameres et
al. 2013) wurde von uns in den letzten Jahren weiter verbessert (W. Mohr, A. Hollaus, nicht
publiziert). Insbesondere gelang uns durch Ersatz von tierischen Seren durch geringe
Mengen Humanserum eine weitere Reduktion des Hintergrundsignals. Im Einklang damit
ergab bei einer Mehrzahl an Patienten der hier beschriebenen Kohorte ein
Hintergrundsignal von null Spots (Hafkemeyer et al., eingereicht). Dies war eine wichtige
Grundlage fur die sensitive Detektion spezifischer T-Zellen nach der SARS-CoV-2-Impfung

im Rahmen der vorliegenden Arbeit.

Parallel zur Analyse spezifischer T-Zellen, die hier dargestellt wurde, wurden die Patienten
der Kohorte am Max-von-Pettenkofer-Institut der LMU auf SARS-CoV-2-spezifische
Antikérper untersucht: Auf bindende Antikdrper im ELISA, auf neutralisierende Antikorper
in Neutralisationstests mit sechs verschiedenen Virusisolaten einschliellich Omikron BA.1
und auch eine Analyse der Antikorper-Affinitdt wurde durchgefuhrt. Die verwendeten
Methoden sind in einer friheren Arbeit des Instituts beschrieben (Wratil et al. 2021), auf
die Ergebnisse zur Krebspatienten-Kohorte kann in der vorliegenden Arbeit nicht im Detail
eingegangen werden. Insgesamt zeigen die Daten, dass die Mehrheit der MM-Patienten

sowohl Spike-spezifische T-Zell-Antworten als auch neutralisierende Antikdrper-Antworten
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nach einer BNT162b2-mRNA-Impfung induziert, unabhangig von ihrem aktuellen

Behandlungsschema.

Die meisten Patienten der Kohorte erhielten im Herbst 2021 noch eine dritte Impfdosis, da
in der Zwischenzeit klar geworden war, dass der Effekt einer SARS-CoV-2-
Grundimmunisierung schneller nachlasst als erwartet (Shrotri et al. 2021; Goldberg et al.
2022). Der Effekt einer dritten Dosis lie3, gerade bei immunkompromittierten Patienten,
eine wichtige Verbesserung des Immunschutzes erwarten. Im Nachgang der oben
beschriebenen Analysen konnte die T-Zellantwort nach dritter Impfdosis bei acht Patienten
getestet werden und dabei konnten T-Zellen gegen Omikron BA.1 mit analysiert werden.
Es ergab sich ein Hinweis auf eine Verstarkung der T-Zellantwort durch die dritte Dosis,
die allerdings nicht signifikant war, was wahrscheinlich mit der geringen Patientenzahl
erklarbar ist. Zudem ergab sich der ermutigende Befund, dass die T-Zellen von 7 dieser 8
Patienten sowohl die Delta- als auch die Omikron-Variante ahnlich gut erkannten. Dies
stand im Einklang damit, dass der Grof¥teil der Spike-Sequenz und somit die meisten T-
Zellepitope Uber die verschiedenen SARS-CoV-Varianten hinweg konserviert sind (Keeton
et al. 2022). Ein Patient zeigte ein abweichendes Verhalten und eine weit niedrigere
Erkennung von Omikron. Es wird von Interesse sein zu Uberprifen, ob dieser Patient ein
eingeschranktes T-Zellrepertoire hatte und vorwiegend gegen ein oder mehrere Epitope

reagierte, die Sequenzunterschiede zwischen diesen Varianten aufweisen.

Als Hauptergebnis der Analyse dieser Kohorte von Krebspatienten konnte ich zeigen, dass
eine Zwei-Dosen-Impfung gegen SARS-CoV-2 in der Lage ist, funktionelle IFN-y-
sekretierende Spike-spezifische T-Zellen bei der Mehrheit der Patienten mit
hamatologischen Malignomen zu induzieren, einschliellich Patienten mit Lymphomen, die
derzeit eine anti-CD20-Behandlung erhalten und MM-Patienten unabhangig von der
gleichzeitigen Behandlung. Andere Publikationen scheinen hinsichtlich T-Zellen den
Impferfolg bei solchen Patienten teilweise zu unterschatzen (Liebers et al. 2022; Enssle et
al. 2022). Insbesondere sind impfstoffinduzierte, SARS-CoV-2-spezifische T-Zellen
besonders fur Patienten wichtig, die eine anti-CD20-Immuntherapie (Rituximab) erhalten,
da es bei diesen Patienten zu einer Beeintrachtigung der humoralen Immunantwort kommit.
Zusammenfassend erreichten 92 % aller Patienten mit hdmatologischem Krebs in der
untersuchten Kohorte eine Immunantwort nach der Impfung gegen SARS-CoV-2, humoral,
zellular oder beides. Wie kénnte man immunkompromittierten Patienten, die auf eine
solche Impfung nicht ansprechen, zu einem besseren Schutz verhelfen? SARS-CoV-2
nahert sich nunmehr der Endemie-Situation und die nun zirkulierenden Varianten flihren

zum Glick zu Erkrankungen geringerer Schwere. Es bleibt abzuwarten, ob das Problem
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auch bei immunsupprimierten Patienten klinisch in ndchster Zeit in den Hintergrund tritt.
Gleichwohl ware es gut, Moglichkeiten der Prophylaxe und Therapie fir solche Patienten
vorratig zu halten. Dies gilt fir SARS-CoV-2 und weitere respiratorische Viren in ahnlicher
Weise wie flir humane Herpesviren einschlielich HHV-6, fiir die meist ohnehin keine
Impfstoffe zur Verfugung stehen. Eine Prophylaxe durch Transfer virusspezifischer
Antikorper ware eine Madglichkeit, aber sie zeigte bisher teilweise unbefriedigende
Resultate, sowohl bei SARS-CoV-2 (Abani and Group 2021) als auch bei Herpesviren wie
CMV (Revello et al. 2014). Eine therapeutische Alternative konnte ein Transfer
virusspezifischer T-Zellen sein. Bei Herpesviren gibt es hier schon langer starke Aktivitaten
(Riddell et al. 1992; Moosmann et al. 2010), bei HHV-6 wird dies noch in geringem Umfang
praktiziert (Tzannou et al. 2017). Auch bei SARS-CoV-2 beginnen nun klinische Aktivitaten
in dieser Richtung (Boni et al. 2021).

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit kdnnten zukiinftig dazu beitragen, solche Therapien zu
entwickeln: Sie beschreibt T-Zellepitope aus mehreren Antigenen von HHV-6, die von
infizierten Zellen effektiv prasentiert werden, wodurch die T-Zellen protektiv sein kénnen.
Sie beschreibt auch T-Zellepitope aus mehreren Antigenen von SARS-CoV-2, die von T-
Zellen erkannt werden, die wahrscheinlich protektiv sind, da sie in einer ungewohnlichen
Langzeitpatientin der Immunselektion unterlagen. Bei Patienten nach einer allogenen
Stammzelltransplantation ~ kdnnen  virusspezifische  T-Zellen  unmittelbar  aus
Stammzellspendern gewonnen werden (Riddell et al. 1992; Moosmann et al. 2010;
Tzannou et al. 2017). Bei sonstigen immunkompromittierten Patienten kdnnten sie aus
patienteneigenen T-Zellen anderer Spezifitdt durch Gentransfer spezifischer T-
Zellrezeptoren gewonnen werden (Schub et al. 2009; Stief et al. 2022). In der Therapie von
B-Zell-Lymphomen werden in vitro genmodizifierte T-Zellen mittlerweile vielfach klinisch
eingesetzt, namlich in der Form von CD19-CAR-T-Zellen (Zhang, Hu, et al. 2022).

Vielleicht wird dies in Zukunft auch fur virusspezifische T-Zellen mdglich sein.

Aber schon heute geben die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse einen weiteren
detaillierten Einblick nicht nur in die bisher nur sehr selektiv untersuchte spezifische T-
Zellimmunitat gegen HHV-6, sondern offenbaren auch, dass es bei SARS-CoV-2 noch
weiterer Analysen bedarf, um dessen spezifische T-Zellantwort genauer zu

charakterisieren und verstehen zu kdnnen.
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Abkirzungen

Abkiirzung

%

°C

AIDS
allo-HSCT
allo-KMT
Amp

AP

APC

APC

AS

BBL
BCIP/NPT
bp

BSA

bzw.

ca.

CD...

CDR
CMmVv
CsA
DC
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
E.coli
EBV
ELISA
ELISpot
FACS
FCS
FITC
FSC

g

GCV
GFP
HBLV
HHV-6
HLA
HS
HSV-1
IFN

g

IL

LCL

Bedeutung

Prozent

Grad Celsius

Acquired immunodeficiency syndrome

allogene hamatopoetische Stammzelltransplantation
allogene Knochenmarkstransplantation

Ampicillin

Alkalische Phosphatase

antigenprasentierende Zelle

Allophycocyanin

Aminosaure

B-Blasten (CD40-aktivierte B-Zellen)
5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat/Nitrotetrazolblauchlorid
Basenpaare

bovine serum albumin

beziehungsweise

circa

cluster of differentiation (Oberflachenmarker)
komplementaritatsbestimmende Region (complementarity-determining
region)

Cytomegalievirus

Cyclosporin A

dendritische Zelle

Dulbecco's modified Eagle's Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid

Desoxynucleoside triphosphate

Escherichia coli

Epstein-Barr-Virus

enzyme-linked immunosorbent assay

enzyme linked immunospot assay
Fluorescence-activated cell scanning (Durchflusszytometrie)
Fetal calf serum (fotales Kalberserum)
Fluoresceinisothiocyanat

forward scatter

Erdbeschleunigung

Ganciclovir

green fluorescent protein

humanes B-lymphotropes Virus (alte Bezeichnung von HHV-6)
humanes Herpesvirus 6

human leucocyte antigen (Humanes Leukozyten-Antigen)
Human Serum

Herpes-Simplex-Virus 1 (Lippenherpesvirus)

Interferon

Immunglobulin

Interleukin

lymphoblastoide Zellline (EBV-transformierte B-Zelllinie)
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LTR long terminal repeats

M/mM Stoffmengenkonzentration molar/millimolar

MACS Magnetic activated cell sorting (magnetische Trennung von Zellen)
mg Milligramm

mHA minor histocompatibility antigen

MHC major histocompatibility complex

Mio. Million

ml Milliliter

mLCL mini-lymphoblastoide Zelllinie (mini-EBV-transformierte B-Zelllinie)
MuLV murines Leukamievirus

MW Mittelwert

n.d. nicht untersucht

n.l. nach Infektion

NK-Zellen  naturliche Killer-Zellen

nm Nanometer

ORF Open Reading Frame

p-NPP para-Nitrophenylphosphat

PBMCs periphere mononukleare Blutzellen

PBS Phosphate-buffered saline (Phosphat-gepufferte Kochsalzl6sung)
pCMV CMV-Promotor

PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
PE Phycoerythrin

PE-Cy5 Phycoerythrin-Cyanin5

Pen Penicilin

PHA-M Phytohamagglutinin M

PRE posttranskriptionelles Element
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