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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Zytomegalievirus

1.1.1. Begriffsbestimmung zum Zytomegalievirus

Gebrauchliche Synonyme fir die zelluldren Verénderungen beziehungsweise assoziierte
Erkrankungen im Zusammenhang mit dem Zytomegalievirus (lateinische Schreibweise
Cytomegalie (CMV) oder Humanes Cytomegalievirus (HCMV)), sind die Speichel-
drisenviruskrankheit (salivary gland disease) oder Einschlusskdrperchenkrankheit/CID
(Cytomegalic Inclusion Disease). Der Name Zytomegalie setzt sich zusammen aus den

griechischen Worten kytos = Zelle und mega(l) = grof3, lang, méchtig.

1.1.2. Geschichte und Taxonomie

Der Pathologe H. Ribbert hielt 1881 mehrere Vortrége Uber ,Gebilde” im
Nierenpréparat eines luetischen/syphilitischen Totgeborenen und in Speicheldriisen
nicht-luetischer Kinder, die als ,kompensatorische, hypertrophische Veranderungen®
erschienen und von ihm als ,,eine Umwandlung der Organzelle* aufgefasst wurden [23].
1904 entdeckten Jesionek und Kiolemenoglou die ,zytomegalen Kernkdrper in
menschlichen Gewebszellen* in Nieren-, Lungen- und Leberpraparaten eines luetischen
Totgeborenen [51]. Die Gebilde glichen ,stark gequollenen Zellen®, die die 3- bis 4-
fache Grosse einer Epithelzelle einnahmen. , Der Kern war meistens polsténdig und
bestand aus einem scharf hervortretenden, mit Eosin rdétlich geférbten zentralen
Kernkdrper, umgeben von einem hellen Hof“, schalenférmig vom Zellleib durch die
Kernmembran abgegrenzt. Im hellen Hof fielen ,,mehrere kreisrunde Korperchen® auf
[23,100]. In den folgenden Jahren entstanden unterschiedliche Meinungen CUber
Herkunft und Entwicklung (heterotope Zellen, Mazerationserscheinungen, degenerierte
Korperzellen, parasitare Zellen wie z. B. Amdben, Sporozoiten) dieser ungewdhnlichen,

bis dahin ganzlich unbekannten Zellformationen. Jesionek bezeichnete sie fortan als
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»protozoenartige Gebilde” [51]. Routinem&ldige mikroskopische Untersuchungen der
pathol ogischen Gewebsveranderungen fuhrten im frihen 20. Jahrhundert in mehreren
Landern unabhéngig voneinander zur Entdeckung dhnlicher Gebilde. Aufgrund eines
haufigen Vorkommens in Speicheldriisen entwickelte sich in der angelséchsischen
Literatur der Begriff ,salivary gland disease”. Goodpasture gelang 1921 der Beweis,
dass die ,, Gebilde" von Gewebszellen abstammen und bezeichnete die Umwandlung als
»Zytomegalie” (Cytomegalia). Jakubowicz (vom Meyenburger Ziricher pathologischem
Ingtitut) &dusserte 1930 nach zahlreichen Untersuchungen die Vermutung einer
eigenstandigen Erkrankung, die nicht im Zusammenhang mit der Syphilis stehe. Mit
EinfUhrung der Wassermann-Reaktion (dlteste Methode der Syphilisserologie) zeigte
sich, dass die ,, protozoenartigen Gebilde® nicht mit der Syphilisin Verbindung standen.
Fortan wurden immer mehr Krankheiten und Symptomenkomplexe (u. a. Leberzirrhose,
Hydrops congenitus, angeborenes Hamoblastom, Purpura neonatorum, Hydrozephalus
bzw. Mikrozephalus congenitus) in Verbindung mit der Zytomegalieinfektion gebracht.
Mouchet interpretierte schon 1911, dass es sich bei den ,, Gebilden® eigentlich um eine
»Umbildung der von intrazelluléren Parasiten befallenen Epithelien und deren spétere
Abstof3ung handelte”. Lipschitz wies 1921 dhnliche Kerneinschltisse bei  Infektion mit
Herpes-Viren nach und vermutete, dass der vermeintliche , intrazellulére Parasit” eine
zellspezifische Reaktion auf ein HCMVirus sei. Wyatt gab der Erkrankung 1950 den
Namen ,cytomegalic inclusion disease’, die aufgrund ,der unterschiedlichen
Verbreitungsmuster der Gebilde" zu oben genannter Vielfalt von Erkrankungen fiuhren
konnte [23].

1956/57 konnte der endgultige Beweis der Virusdtiologie durch Weller et al., Smith,
Rowe et al. durch Isolierung des menschlichen CMV aus Rachenmandeln, Speichel-
drisen und Urin erbracht werden. Rowe isolierte u. a auch den bekannten HCMV -
Laborstamm AD169, welcher in der vorliegenden Dissertation verwendet wurde
[100,101]. Die HCMV-Erkrankung stellte aso ein eigenstdndiges Krankheitshild dar.
Wegen gemeinsamer genetischer, struktureller und biologischer Eigenschaften sowie
typischer intranukledrer Einschlisse wurde das HCMV der Gruppe der humanen

Herpesviren zugeordnet.
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Zu den humanen Herpesviridae z&hlen [59]:

- Herpes simplex Virus Typ 1 (HSV-1). Erkrankung: Ekzema herpeticatum, Herpes
neonatorum, Enzephalitis.

- Herpessimplex Virus Typ 2 (HSV-2). Erkrankung: Herpes genitalis, -neonatorum

- Vaizdla-Zoster Virus (VZV). Erkrankung: Windpocken, Gurtelrose, Meningo-
enzephalitis, Pneumonie

- Epstein-Barr Virus (EBV). Erkrankung: Pfeiffersches Driisenfieber/infektitse
Mononukleose, polyklonales B-Zell-Lymphom, Burkitt-Lymphome, lympho-
bl astoides Nasopharynx-Karzinom

- Humanes Herpesvirus 6 (HHV-6). Erkrankung: Dreitagefieber/Exanthema subitum

- Humanes Herpesvirus 7 (HHV-7). Erkrankung: Klinik noch nicht sicher bekannt

Mit erfolgreicher in vitro Vermehrung des HCMV begann die Erforschung und Uber-
wachung der klinischen Auswirkungen einer Zytomegalie-Infektion bei verschiedenen

Personenkreisen (1.2.).

1.1.3. Virusstruktur

Die Herpesviren werden in apha-, beta- und gamma-Herpesviren aufgeteilt und zwar
nach: - Art der Zielzellen fur die produktive und latente Infektion

- Geschwindigkeit der Virusvermehrung

- Grad der Virusfreisetzung

Das Zytomegalievirus wird der Untergruppe der B-Herpesviren zugerechnet. Es besteht
aus einer/m doppelstrangigen DNS/Genom und einem Proteinkapsid ( = Nukleokapsid)
sowie einer Virushille (Lipoproteinhille/Matrix/Tegument). Die DNS weist mit
150 x 10° Dalton = 240 Kilobasenpaaren das grofte Molekulargewicht unter den
humanen Herpesviren auf und codiert etwa 200 Proteine. Sie liegt im sogenannten
.core® (engl. Kern, Innerstes) des Viruspartikels und wird von dem Proteinkapsid

umschlossen, das die Form eines lkosaeders (20-Flachners) besitzt und aus 150
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hexagonalen und 12 pentagonalen, rohrenformigen Kapsomeren gebildet wird. Das
Nukleokapsid wird von einer locker strukturierten Matrix umhtillt, in der sich Phospho-

proteine befinden. Diese dienen zur Verbindung mit der Virushille. Die Virushille
besteht aus einer Lipiddoppelmembran mit virusspezifischen Glykoproteinen [56]. Die
Bezeichnung ,, Cytomegalie” ist charakteristisch fur die zytologischen Veranderungen, in
den vom HCMV befallenen Zellen. Bei Infektion der Zellen kommt es zu intranukledren
EinschlUssen, die den Zellkern wie ,,aufgeblasen® erscheinen lassen und letztendlich die

ganze Zelle vergrofdern.

1.2. Epidemiologie und Pathogenese

Infektionen mit Cytomegalie-Viren sind weltweit verbreitet. Durchseuchungsalter und
-grad schwanken jedoch stark. Ca. 50 % der Erwachsenen in den Industrieléndern und
schon etwa 90 % der Kinder in der Dritten Welt sind HCMV-infiziert [68,104]. Die
Ubertragung findet nur von Mensch zu Mensch statt. Das Virus kommt in Blut,
Blutprodukten, Milch, Speichel, Genital sekreten, Urin und Stuhl vor.
Es konnen folgende symptomati sche HCMV-Infektionen unterschieden werden [59]:

pranatal e/kongenital e/diaplazentare HCMV-Infektion

perinatale HCMV -Infektion

iatrogene HCMV -Infektion/“ normale” Infektion

Infektion bei immunsupprimierten Personen

1.2.1. Die pranatale HCMV-Infektion

Eine Ubertragung des HCMV kann von der schwangeren Mutter auf den Embryo oder
Feten (diaplazentar) erfolgen. Diese kann sowohl bei Erst- /Primérinfektion als auch bei
Reinfektion der Schwangeren geschehen, wobel der Infektionsstatus der Mutter eine
entscheidende Rolle fur die Frequenz und Prognose der Infektion beim Embryo oder
Fetus spielt. Es liegen Angaben vor [40], dass bei Erstinfektion der Mutter bis zu 30 %,
bei einer Reinfektion der Mutter jedoch nur 2 - 10 % der Embryos oder Feten infiziert

werden. Die mitterlichen Antikdrper haben somit auf die Manifestation der Erkrankung
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einen wesentlichen Einfluss. Bei einer Priméarinfektion der Mutter betragt der Anteil der
symptomatischen Infektionen bei den Neugeborenen etwa 5- 10 %, bei Reinfektion
weniger als 1 %. Im Unterschied zu anderen intrauterinen Virusinfektionen scheint der
Zeitpunkt der HCMV -Infektion wahrend einer Schwangerschaft keinen Einfluss auf die
Schwere und den Verlauf der embryonalen oder fetalen Infektion auszuiiben.

Infektionen des Embryos oder Fetus kénnen inapparent bis schwer verlaufen oder nur
durch einzelne HCMV -typische Symptome in Erscheinung treten. Das voll ausgeprégte
Krankheitsbild einer HCMV -Infektion zeigt sich unmittelbar nach der Geburt. Die am
haufigsten vorkommenden Symptome sind Petechien, Hepatosplenomegalie und Ikterus.
Aullerdem sind Mikrozephalie mit oder ohne zerebrale Verkalkungen, intrauterine
Wachstumsverzogerungen, spastische Paralysen, Lymphadenopathie und Anéamie nicht
selten. Frihgeburten durch HCMV-Infektion sind méglich. Als Spét-folgen kénnen
Innenohrschwerhorigkeit, Sprachstorungen und neurologische Zeichen eines
frihkindlichen Hirnschadens mit geistiger Retardierung, Epilepsie und Retinitis
auftreten [54,106].

1.2.2. Die perinatale HCMV-Infektion

Die Ubertragung von HCMV findet wahrend der Geburt durch Mikrotransfusionen von
mUtterlichem Blut oder Virusausscheidung im Genitaltrakt der Mutter und/oder nach der
Geburt Uber das Stillen statt [43]. Perinatal infizierte Sauglinge zeigen nur selten einen
apparenten Verlauf einer HCMV-Infektion.

1.2.3. Die iatrogene /“normale” Infektion in Kindheit und spaterem Alter

Eine Ubertragung von HCMV geschieht spontan durch Schmier- oder Tropfchen-
infektion (Urin, Genitalsekrete, Speichel) oder parenteral (Blut, Blutprodukte, Organ-
transplantate). Die Inkubationszeit betragt 20 - 60 Tage, die Erkrankung selbst dauert

2-6 Wochen. Bel Patienten mit intakter Immunabwehr jenseits der Neugeborenen-
phase kann sich die Infektion in seltenen Fallen durch ein sogenanntes Mononukleose-

Syndrom &ussern, das spontan oder nach Bluttransfusion (mit Leukozyten) und ohne
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Nachweis heterophiler Antikorper auftritt. Sexuell aktive junge Erwachsene sind dabei
am haufigsten betroffen [45]. Symptome wie langandauerndes Fieber, eventuell mit
Schiittelfrost, starke Mudigkeit und Krankheitsgefihl kennzeichnen diese Krankheit
[54]. Myalgien, Kopfschmerzen und Splenomegalie sind haufig. Im Gegensatz zur
infektiosen Mononukleose (EBV-Infektion) treten eine exsudative Pharyngitis und
zervikale Lymphadenopathie eher selten auf. Ebenfalls selten kann es zu einem Rételn
dhnlichen Ausschlag, einer interstitiellen oder Segmentpneumonie, Myokarditis,
Pleuritis, Arthritis, Enzephalitis oder einem Guillan-Barré-Syndrom kommen.
Charakteristische Laborbefunde sind eine Lymphozytose im peripheren Blut mit mehr
als 10 % atypischen Lymphozyten. Die Gesamtzahl der Leukozyten kann erniedrigt,
normal oder aber auch deutlich erhoht sein. Es kann zu einer Steigerung von
Serumtransaminasen und der akalischen Phosphatase kommen. Immunologische
Veranderungen sind im Sinne des Vorliegens von Kryoglobulinen, Rheumafaktoren,
Kaltehamagglutininen und antinukledren Antikdrpern haufig. Komplikationen wie
hamolytische Anamie, Thrombozytopenie und Granul ozytopenie gelegentlich auf. Spét-
folgen der HCMV-Infektion sind selten. Die Ausscheidung von Viren findet noch
Monate bis Jahre nach der Infektion statt. Zu Krankheitsrezidiven mit Fieber,
Krankheitsgefihl und Dysfunktionen des vegetativen Nervensystems (z.B.
Schweil3ausbriiche oder plotzliche Gesichtsréte) kommt es nur bel wenigen Patienten
[45].

1.2.4. Infektion bei immunsupprimierten Personen

Diese betrifft Feten (1.2.1.), HIV- (human immuno-deficiency virus) infizierte Personen
und Patienten nach Organ- oder Knochenmark-/Stammzell-Transplantationen [54]. Das
Krankheitsbild ist bei den unterschiedlichen Patientengruppen mit Immundefizienz aus

noch unbekannten Griinden nicht einheitlich.
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1.2.4.1. Die HCMV-Infektion bei AIDS-Patienten

Eine Primérinfektion oder Reaktivierung mit HCMV findet bel AIDS-Patienten in der
Regel fast ausnahmslos statt. Typische Krankheitsbilder bei einer HCMV-Infektion sind
die Retinitis, die Kolitis und die Enzephalitis [13,25,48,91].

1.2.4.2. Die HCMV-Infektion bei Organtransplantierten

Eine HCMV-Infektion findet sich in mehr als der Halfte der Organtransplantierten [76].
HCMV scheint das haufigste und wichtigste virale Pathogen zu sein, das
Komplikationen wie Fieber, Leukopenie, Retinitis, interstitielle Pneumonie, Osopha-
gitis, Gagtritis, Kolitis und Hepatitis hervorruft [115]. Am haufigsten ist das trans-
plantierte Organ Ort der Manifestation einer HCMV-Infektion. Das gréfite HCMV
Infektionsrisiko mit Gefahr der Abstossung des Transplantates besteht zwischen dem

ersten und vierten Monat nach Transplantation.

1.2.4.3. HCMV-Infektion bei Knochenmark- und Stammzelltransplantierten

Durch die starke Immunsuppression der KMT/SCT-Patienten nach der
Konditionierungstherapie und in der ersten Phase nach Transplantation kann es zu
Primérinfektion oder Reaktivierung des endogenen HCMV kommen, was bel
mindestens 50 % der Patienten nach allogener KMT der Fall ist [72,92,93]. In dieser
Situation tritt bei fehlender Prophylaxe die interstitielle Pneumonie (HCMV-1P) mit ca.
15 % als haufigste und zugleich auch geféahrlichste Manifestation der HCMV -Infektion
auf und verlauft ohne wirksame Therapie bei 84 - 88 % der Patienten letal [35,75]. Das
Risko einer Infektion ist zwischen der 5. und 13. Woche nach Transplantation am
grossten und steht im Zusammenhang mit verschiedenen Risikofaktoren wie zum
Beispiel der Art der Immunsupression, Graft-versus-Host-Reaktion, hoherem
Lebensalter, Seropositivitét vor der Transplantation [3,39].
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Allgemein gilt:

dass ein HCMV-negativer Empfanger durch Transplantation mit einem HCMV-
negativen Spender ein sehr geringes Risiko einer HCMV -Infektion besitzt,

dass seropositive Transplantatempfanger durch HCMV-Stamme anderen Genotyps
des Spenders infiziert werden konnen,

dass eine Priméarinfektion in der Regel einen wesentlich schwereren Verlauf hat als

eine Reainfektion.

Derzeit wird eine HCMV-Erkrankung nach Kriterien des 4. Internationalen
Cytomegalovirus Workshops in Paris definiert [66]:

HCMV-Pneumonie:  Dyspnoe/Atemnot, interstitielle Infiltrate auf  einer
Rontgenaufnahme der Lunge, positive HCMV-Kultur von Bronchiallavagen.
HCMV-Enteritis. gastrointesinale Symptome (u. a Erbrechen, Durchfall, Ulzera),
histologischer oder immunhistologischer Nachweis von HCMV.

HCMV-Hepatitis: gestorte Leberfunktion, typische histologische Verénderungen
durch HCMV und Detektion von HCMV in der Leberbiopsie.

Persistierende Viramie und multipler Organbefall mit charakteristischen Befunden wie

progressive Lungeninfiltrate, Panzytopenie, Hyperamylasamie und Hypotonie sowie

Superinfektionen mit Bakterien, Pilzen und Protozoen fuhren haufig zum todlichen

Ausgang einer HCMV -Infektion.

1.3. Diagnose

Die derzeit wichtigsten indirekten (Antikorper) oder direkten (Viren) Nachweis-

methoden einer HCMV - Infektion sind folgende:

Gewebekultur

Zellkulturverfahren (, shell vial-Methode")
Antikorper-Serologie

Antigenamie-Test
Polymerase-Chain-Reaction (PCR)
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Reverse Transkriptase-PCR

1.3.1. Gewebekulturverfahren

Hier wird durch direkte mikroskopische Beobachtung ein spezifischer zytopathischer
Effekt (CPE) in der Gewebekultur (Uberschichtung mit Urin, Bronchiallavage-Sekret)
beobachtet, der bei gentgend gebildetem kompletten Virus zu sehen ist. Bel hoher
Virusmenge tritt der CPE schon nach wenigen Tagen, bel geringer Virusmenge erst
nach 2-4 Wochen auf. Bel diesem Verfahren ist eine bakterielle Sterilitdt des
Untersuchungsmaterials wichtig, oftmals aber nicht méglich. Von Nachteil ist auch die
langere Kultivierungzeit, die nétig ist, um eine positive oder negative Aussage zu
treffen.

1.3.2. Zellkulturverfahren (,shell vial-Methode")

Durch Virusisolierung kann der direkte Nachweis einer viralen Infektion stattfinden. Mit
der ,shell vial-Methode® konnen schon geringe Virusmengen in kirzerer Zeit
nachgewiesen werden. Hierbei werden Fibroblasten-Kulturen mit dem darUber-
geschichteten Patientenmaterial zentrifugiert. Bei Virusinfektion des Patientenmaterials
wird dadurch der Eintritt der Viren in die Zellen gefordert. Nach etwa 2 - 3 Tagen kann
der Nachweis der HCMV Infektion durch Bestimmung von Immediate Early Antigen

mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern erbracht werden [38,82].

1.3.3. Serologie

- Komplementbindungsreaktion (KBR): Sie stellt ein klassisches serodiagnostisches

Verfahren v. a. fir den Nachweis einer aktiven Infektion im 1. Lebensjahr dar.

- Enzym-Immuno-Assays (ELISA): Dieser dient durch Nachweis von IgG- oder IgM-

Antikorpern, die gegen HCMV Antigene gerichtet sind, zur Feststellung des
Infektionsstatus von Empfénger und Spender (priméare/sekundére Infektion).
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- Immunfluoreszenztests (IFT): Bei diesem Testverfahren findet ebenfalls eine

Erfassung und Differenzierung von 1gG und IgM Antikorpern gegen HCMV statt. Die
Tests sind zuverldssig, aber zum Teil aufwendiger als der ELISA-Test.

1.3.4. Antigenamie-Test

Unter Verwendung monoklonaler Antikdrper wird das virale Tegumentprotein pp65 in
polymorphkernigen Granulozyten von Patienten mit akuter HCMV-Infektion detektiert
[112]. Das pp65-Vorkommen in den Leukozyten korreliert stark mit einer akuten
HCMV-Infektion. Dieser Test kann fur die Steuerung der antiviralen Therapie
angewendet werden, denn die Anzahl der pp65-positiven Zellen im Blut erlaubt eine
relativ sichere Aussage Uber die Virushelastung und Wahrscheinlichkeit der
Entwicklung einer symptomatischen HCMV-Infektion bei einem Patienten, vor allem

nach Organtransplantatation [6].

1.3.5. Qualitative oder quantitative PCR (Polymerase-Chain-Reaction)

Die Detektion viraler DNS in Leukozyten oder im Serum/Plasma dient as friher
Nachweis einer akuten Infektion [30,108] und kann ebenfalls zur Steuerung der
antiviralen Therapie eingesetzt werden [28]. Uber die Quantifizierung der viralen DNS
in Leukozyten bzw. im Serum/Plasma sollen auch prognostische Aussagen Uber den
Verlauf der Infektion eines Patienten sowie eine kontrollierte Steuerung der antiviralen

Therapie moglich sein [67].

1.3.6. Reverse Transkriptase-PCR

Diese Methode sollte zur Unterscheidung einer aktiven gegeniber einer latenten
Infektion durch Bestimmung spezifischer viraler mRNS in Leukozyten dienen. Erste
Versuche zeigten keine wesentliche Verbesserung gegeniber  anderen

Nachweismethoden [31].
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1.4. Die Immunantwort

1.4.1. Die zellulare Immunantwort

1978 verdffentlichten Levin et al. erste Ergebnisse Uber HCMV-spezifische T-
Zellantworten in Proliferationstests bel Vergleich von Gesunden und allogen
transplantierten KM T-Patienten [61]. Dadurch bestétigten sich schon lénger bestehende
Vermutungen Uber Art und Weise immunologischer Abwehrmechanismen gegentiber
dem HCMVirus. Bel Patienten nach KMT war eine HCMV -spezifische proliferative T-
Zellantwort langere Zeit nicht nachweisbar und entwickelte sich bel einigen erst im
weiteren Verlauf nach KMT. Weitere Studien Uber proliferative und zytotoxische T-
Zell-Antworten gegentiber HCMV nach KMT wurden von Meyers et al. (1982) sowie
Quinnan et a. (1980) durchgefuhrt [72,87]. Sie stellten fest, dass die HCMV-
Erkrankung nach KMT eher mit einem Defekt der zytotoxischen HCMV -spezifischen
T-Zellantwort und weniger mit einer reduzierten proliferativen Antwort korrelierte.

Fortschritte in der Klarung der zellularen Immunabwehr gegentiber HCMV wurden
durch Reddehase et a. (1987, 1989) im Tiermodell des murinen CMV (MCMV) erzielt
[94,95]. In bestrahlten immunsupprimierten und MCMV-infizierten Tieren zeigten
CD8'T-Zellen im adoptiven Immuntransfer protektive Wirkung gegeniiber den sonst
todlichen Folgen einer primdren MCMYV -Erkrankung und ergaben einen therapeutischen
Effekt bei einer Reinfektion. In Bezug auf die Antigenspezifitdt dieser CDS8'-
zytotoxischen T-Zellen beobachteten Reddehase et al. (1989) eine dominante Reaktion
gegeniiber einem Nonapeptid, das aus dem IE-Genprodukt pp89 stammte [95]. Jonjic et
al. (1989) wiesen in anderen Tests mit MCMV-infizierten, jedoch CD4'-depletierten
Méusen, ebenfalls eine Protektion durch CD8'T-Zellen nach, die alerdings verspétet
auftrat [52]. Als Residuum blieb ausserdem eine persistierende, asymptomatische
Infektion der Speicheldriisen zuriick. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass auch
CD4'T-Zellen zur Eliminierung des murinen CMV befshigt sind [53]. Bei Versuchen
mit CD8'T-Zell-depletierten Mausen und adoptiv transferierten CD4'T-Zellen wurde

das Virus mit gleicher Zeitkinetik wie bei gesunden Mausen bekampft. Auch in -
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Mikroglobulin-defizienten M&usen stellte sich eine protektive Wirkung von CD4'T-
Zellen ein [86].

Dass auch humane CD8'T-Zellen eine protektive Wirkung gegenilber HCMV besitzen,
wiesen Ridell et a. (1992) und Dolstra et al. (1995) sowie vor kurzem auch Einsele et
al. (2002) bei Patienten mit adoptiven Transfer von CD8'T-Zellklonen nach [24,29,99].
Die virale Erkennungsstruktur der HCMV -spezifischen zytotoxischen T-Zellen war das
Tegumentprotein pp65. Nach McLaughlin-Taylor et al. (1994) stellt es ein virales
Strukturprotein dar, gegen das beim Menschen protektive T-Zell-Immunreaktionen
dominant gerichtet zu sein scheinen [70]. In anderen Studien konnte alerdings auch
eine CD8'T-Zell-Resktion in klinisch Gesunden ausgemacht werden, die gegen
Glykoprotein gB gerichtet war [11]. Eine Studie von Walter et al. (1995) mit dem
humanen CMV bestétigte die protektive Wirkung von CD8" zytotoxischen T-Zellen vor
einer HCMV-Erkrankung nach adoptiven T-Zell-Immuntransfer [116]. Er stellte aber
auch eine relativ frihzeitige erneute Abnahme der HCMV-spezifischen T-
Zellzytotoxizitat bei Fehlen HCMV -spezifischer CD4T-Zellen fest. In weiteren Studien
wurde beobachtet, dass eine persistierend niedrige oder ein progressiver weiterer Abfall
der CD4" T-Zellzahl ein prognostisch unguinstiger Faktor fir die Entwicklung einer
HCMYV -Erkrankung und deren Verlauf darstellte [27,74].

Boland et al. (1992) und Ljungman et al. (1993) beschrieben bei Knochenmark-
beziehungsweise Organtransplantierten die Rolle der HCMV-spezifischen CD4"-Zellen,
wobel sie eine Korrelation der HCMV-spezifischen proliferativen Antwort und
Bewadltigung der HCMV-Infektion feststellten [10,66]. Li et al. (1994) sahen bei den
meisten knochenmarktransplantierten Patienten eine gleichzeitige oder sogar frihere
Rekonstitution der CD4'T-Zellantwort im Vergleich zur CD8'T-Zellantwort [62]. Fir
die Wiederherstellung der CD8'T-Zellantwort schien die Rekonstitution der CD4'-
Helferzellen obligatorisch zu sein. Bei der Suche nach HCMV-Antigenen, die von
CD4"-Helfer-T-Zellen erkannt werden konnen, zeigte sich, dass sowohl T-Zell-Epitope
aus dem Matrixprotein pp65, Glykoprotein gB as auch Glykoprotein gH HCMV-
reaktive CD4"-T-Zellen stimulieren kénnen [8].

12
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Dass die Ubertragung der zellularen (und humoralen) Immunitat von KM T-Spender auf
KMT-Empfanger einen wichtigen Faktor fur den Verlauf einer HCMV-Infektion
darstellt, stellten Boland et al. (1992) fest [10].

1.4.2. Die humorale Antwort

In einer durchgefuhrten Impfstudie konnte gezeigt werden, dass eine starke Korrelation
zwischen dem Schutz vor Reinfektion mit HCMV und im Organismus vorhandenen
neutralisierenden Antikorpern besteht [1]. Fur die humorale Antwort gegen HCMV
scheinen die virden Envelope-Proteine hauptsichliches Ziel fir entsprechende
Antikorper zu sein. Britt et a. (1990) und Marshall et al. (1992) stellten in Versuchen
mit menschlichen Seren eine vielfache neutralisierende Antikorper-Antwort auf das
Glykoprotein gB fest [14,69]. Auch andere HCMV -Proteine scheinen haufig Antikorper
zu induzieren, die sich in ihrer neutralisierenden Wirkung gegeniber HCMV addieren
konnen. So induziert auch das Glykoprotein gH wahrend der Infektion eines ansonsten
gesunden Menschens sowohl eine humorale als auch eine zelluldre immunologische
Antwort [8,90,109]. Urban et a. (1992) identifizierten im gH-Protein eine
immundominante Antigen-Sequenz (AD86) fur die Bindung von Antikorpern, die den
Aminosaurenbereich 34 bis 43 umfasste [109]. In anderen Versuchen wurde festgestellt,
dass bis zu 58% der gesamten humoralen Immunantwort gegen HCMV in
menschlichen Seren gegen das gH-Glykoprotein gerichtet war [110]. Eine hohe
Seropositivitéat (>80 %) gegen gH (AD169 und Towne) des HCMVirus konnten auch
Schoppel et al. (1997) in ihren Versuchsergebnissen ausmachen [103].

Boland et al. (1992) wiesen nach, dass der Verlauf der HCMV-Infektion eines KM T-
Empfangers sowohl von der Ubertragung der zelluldren als auch der humoraen
Immunitétslage gegentber HCMV des KM-Spenders abhangig war [10]. Wies der
Spender einen seropositiven HCMV-Titer auf, so kam es bel dem KMT-Patienten zu
einer schnelleren Rekonstitution der HCMV-spezifischen Immunantwort als bei

Seronegativitét.
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1.5. Pravention und Behandlung
1.5.1. Expositionsprophylaxe

Seronegative immunsupprimierte Patienten sollten bei notwendigen Transfusionen nur
Blut von seronegativen Spendern oder Blut, das gefroren, aufgetaut und deglyzerolisiert
wurde, erhalten. Bel Transplantationen werden daher fir den seronegativen
immunsupprimierten Empfanger maoglichst Organe oder Knochenmark von
seronegativen Spendern verwendet. Durch die hohe Prdvalenz von HCMV in der
Bevolkerung ist dies jedoch nicht immer leicht zu realisieren, weshalb es vor alem bel
der SCT/KMT bel Vorhandensein nur eines einzigen HLA-kompatiblen Spenders, zu

einer ungunstigen HCMV -K onstellation kommen kann.

1.5.2. Immunprophylaxe

1.5.2.1. Passive Immunisierung

Fur eine passive Immunprophylaxe stehen Immunglobuline mit HCMV-spezifischen
Antikorpern zur Verfigung. Diese kdnnen HCMV -seropositiven immunsupprimierten
Patienten prophylaktisch verabreicht werden [96]. Inwieweit diese Prophylaxe
alerdings eine HCMV Erkrankung verhindern kann, ist heute sehr umstritten. Uber
prophylaktische Gabe von monoklonalen Antikdrpern bei HCMV-seropositiven KMT-
Empfangern berichteten Aulitzky et al. (1991) [5].

1.5.2.2. Aktive Immunisierung

Plotkin et a. (1975) entwickelten einen abgeschwéchten Lebendimpfstoff (Towne 125)
aus mit HCMV-infizierten Urin, der bei seronegativen Transplantatempféngern die
Schwere einer HCMV-Erkrankung reduzierte [83-85]. Sehr problematisch gestaltete

sich jedoch die rasch abnehmende Immunitét nach aktiver Impfung.
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1.5.2.3. Genetisch hergestellte Subunit-Vakzine

Das Vakzine beinhaltet gereinigte Oberflachen-Glykoproteine des HCMV, die als
Antigene dienen und Ziele fur neutralisierende Antikorper darstellen. [22]. Bernstein et
al. (2002) berichteten Uber Impfungen mit einem gB-Protein Subunit Vakzine, die
sowohl zu Lymphzytenproliferationen als auch zu hohen HCMV Antikorpertitern
fuhrten, weitere Studien werden derzeit durchgefiihrt [9,21]. Uber dhnliche Ergebnisse
war schon in friheren Publikationen berichtet worden. [36,79].

1.5.3. Adoptiver T-Zell-lmmuntransfer

Untersuchungen am homologen murinen Virus MCMV fihrten zur Aufdeckung
grundlegender Mechanismen der zelluléaren Abwehr von HCMV. Durch Experimente
des adoptiven Immuntransfers zeigten Reddehase et a. (1987), dass CD8'T-Zellen nach
Transfer in bestrahlte, infizierte Mause protektive Wirkung besitzen [94]. Uber eine
Behandlung von KM T-Patienten mit CD8"HCMV-spezifischen in vitro expandierten T-
Zellklonen von seropositiven Spendern berichteten Riddell et al. (1992) und Walter et
a. (1995) [99,116]. Die Patienten vertrugen die Gabe der T-Zellen ohne
Nebenwirkungen und entwickelten auch keine Erkrankung. Ob fir diese Patienten aber
vorab ein Risiko bestanden hatte, an HCMV zu erkranken, war nicht nachzuvollziehen.
Die Anzahl der benttigten T-Zellklone war jedoch sehr hoch und wurde unter grossem
Aufwand gezogen. Ausserdem kam es wohl zu einem schnellem Abfal der
CD8"zytotoxischen T-Zellen bei erniedrigter CD4 spezifischer T-Zellantwort. Deshalb
wéren zusitzlich HCMV -spezifische CD4" T-Lymphozyten erforderlich gewesen [116].
Ebenfalls wurde Uber Transfusionen von HCMV -spezifischen T-Zellen berichtet, die
eine Option bei HCMV-Viramie nach SCT darstellen. Bei alen Patienten war eine
mindestens vierwdchige antivirale Therapie erfolglos gewesen [29]. Im Gegensatz zu
Ridell et a. (1992) und Walter et al. (1995) wurden jedoch nur Patienten mit fehlender
HCMV -spezifischer CD4"-T-Zellantwort in die Therapie mit CD4"-spezifischen in vitro
expandierten T-Zellen von den seropositiven Spendern einbezogen [99,116]. Bel den
meisten Patienten waren funf bis 31 Tage nach CD4"-T-Zellgabe kein HCMV in der
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PCR mehr nachweisbar. Einsele et a. fuhrten diesen schnellen antiviralen Effekt eher
auf die CD4"-T-Zellgabe as auf die vorhergehende antivirale Chemotherapie zuriick.
Die Patienten entwickelten ene normale immunologische Antwort mit
antigenspezifischen Zellen, die vergleichbar mit der von gesunden Personen war.
Vermutlich kommt es nach Gabe und mit Hilfe von HCMV spezifischen CD4"-T-Zellen
zu einer Expansion HCMV -spezifischer CD8'-zytotoxischer T-Zellen. Derzeit finden
weitere Untersuchungen bei gemeinsamer Gabe von CD4'- und CD8-HCMV-
spezifischer T-Zellen bei immundefizienten an HCMV erkrankten Personen statt [29].

1.5.4. Antivirale Chemotherapie

In der Klinik stehen verschiedene Substanzen zur Behandlung der HCMV-Erkrankung
zur Verfugung: die Guaninnukleosidanaloga Ganciclovir und Aciclovir, die zu einem
Abbruch der virdlen DNS-Neusynthese durch Hemmung der viralen DNS Polymerase
fuhren sowie die Phosphoameisensdure Foscarnet, welche ebenfalls virus-spezifische
Enzyme, wie zum Beispiel DNS-Polymerasen und reverse Transkriptasen hemmt. Alle
Substanzen wirken virostatisch und unterdrticken eine aktive HCMV-Infektion, fuhren
jedoch nicht zu einer Viruseliminierung [22]. Studien Uber die Wirkung neuerer
Virostatikawie Cidofovir oder Lobucavir werden derzeit durchgefihrt [2].

Ganciclovir wird zum Teil prophylaktisch bei Knochenmark- oder Organempfangern
mit hohem Infektionsrisiko verabreicht. Knochenmarkempfénger mit HCMV-
Pneumonie sprechen allerdings nicht immer auf alleinige Gabe von Ganciclovir an. Bei
AIDS-Patienten mit Ganciclovirbehandlung aufgrund einer HCMV -induzierten Retinitis
oder Kolitis ist es klinischen Studien zufolge bei 70 - 90 % der Patienten zu einer
Reduktion der Symptome gekommen. Nach prophylaktischer Gabe von Ganciclovir bel
KMT-Patienten kam es zwar zur Reduktion der Rate an HCMV-Infektionen und -
Erkrankungen, jedoch wurde gleichzeitig eine Zunahme nicht-viraler Erkrankungen
durch myelosuppressive Nebenwirkungen beobachtet [118]. Die Thrombo- und
Granulozytopenie kann durch gleichzeitige Gabe von Granulozytenkolonie-
stimulierenden  Faktor (G-CSF) oder  Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-
stimulierendem Faktor (GM-CSF) gemindert werden.
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Derzeit wird eine Fruhintervention (,preemptive therapy”) zur antiviralen Therapie
vorgeschlagen. So sollte bei frihesten Anzeichen einer HCMV-Infektion, die durch
HCMV-DNA in der PCR oder Antigendmie-Test festgestellt wird, mit einer antiviralen
Therapie begonnen werden [26]. Die Dauer der medikamentdsen Therapie ist derzeit in
den einzelnen Speziakliniken noch unterschiedlich. Bei einer Langzeittherapie nehmen
die spat auftretenden HCMV-Erkrankungen jedoch zu, bei Fortbestehen der
Immundefizienz muss mit erneuter Reaktivierung des HCMVirus sowie mit letal
verlaufenden bakteriellen und fungalen Infektionen gerechnet werden [26,44,62]. Eine
vollstdndige Unterdrickung des HCMV ist bei den eingesetzten antiviralen
Therapeutika nicht immer gegeben, so dass es wahrend der Therapie zu Resistenzen, vor
allem bei HIV, aber auch bel alen anderen immunsupprimierten Personen kommen
kann [12,33]. 1989 wurde erstmals tber primére oder erworbene Ganciclovir- und/oder
Foscarnet-resistente  HCMV-Stdmme bel  immunsupprimierten  Patienten  mit
progressiver HCMV-Erkrankung berichtet [32,55]. Durch molekularbiologische
Untersuchungen bei Ganciclovir-resistenten HCMV-Isolaten liess sich eine Mutation im
Gen von UL97, welches die virale Phosphotransferase kodiert und fur die anféangliche
Phosphorylierung von Ganciclovir verantwortlich ist, feststellen. Diese Mutation zeigte
ebenfalls eine Kreuzresistenz gegentiber Cidofovir [18,33].

Bedeutendste Nebenwirkungen von Foscarnet sind Nierenfunktionsstorungen sowie

Elektrolytentgleisungen, von Cidofovir Nierenversagen und Neutropenie.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Fir die Losung bestehender klinischer und viraler Probleme der derzeitigen
virostatischen Therapie von HCMV-Infektionen nach Knochenmark-/Stammzell-
transplantation konnte die Entwicklung neuer immunotherapeutischer Ansétze hilfreich
sein. Hierzu ist weiterhin ein besseres Verstéandnis der Zusammensetzung und Spezifitét
von protektiven zelluldren Immunreaktionen gegen HCMV in Gesunden sowie in
Patienten nach SCT/KMT notwendig.

Die vorliegende Arbeit befasste sich daher mit der Rekonstitution der T-zelluldren
Immunantwort gegen HCMV nach Knochenmarktransplantation. Wesentliche Ziele
waren, auf klonaler Ebene der T-Zellen aufzuzeigen, wogegen der Patient nach KMT im
Vergleich zum gesunden KMT-Donor reagiert. Hierbei ging es um die
Zusammensetzung und Spezifitdt HLA-Klasse Il restringierter HCMV-spezifischer T-
Zellen und um die Definition von neuen HLA-Klasse Il restringierten T-Zellepitopen
von HCMV, die zur Aktivierung von CD4" HCMV spezifischen T-Zellen fiihren.
Ferner sollte untersucht werden, ob sich darin dominante Reaktionen und Unterschiede

zu Patienten mit anderer Immungenetik beziehungsweise zu Gesunden erkennen lassen.
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2. Fallbeschreibung

Patient M.W. *1942

6/89

6/89 - 12/89
12/89 —9/90
1/93
3/93

17.08.93
(+0 Tag)

+14 Tage
+14 bis+43 Tage
+44 bis+51 Tage
+68 Tage

+90 Tage
+93 bis +98 Tage

+115 Tage
+145 Tage
1994 - 96

Diagnose eines Plasmozytoms (IgG-Kappa) mit ausgedehnter
Infiltration des Knochenmarks,  Hypergammaglobulindmie,
Viskositdtssyndrom, multiple Raumforderungen in Schédel,
Achsenskelett, Rippen, Beckenbereich, Oberschenkel beidseits.
Chemotherapie (5 Serien Mel phalan/Prednisolon)

Chemotherapie (6 Serien nach LEE-Protokoll) - Remission
Chemotherapie (2 Serien Alkeran/Decortin)

Chemotherapie nach VAD-Schema wegen anhaltend hohem
Gesamt-Eiweiss, erniedrigtem Hamoglobin und dissemi-nierten
Osteolysen.

KMT (allogen) Tag O

Spender Bruder M. E. Virusserologie: HMV-IgG ELISA positiv,
HCMV-IgM ELISA negativ. Empfanger M.W. Virusserologie:
HCMV-1gG ELISA positiv, HCMV-IgM ELISA negativ.

Take nach KMT (Granulozyten >500/pl).

PCR-HCMV-DNA immer negativ.

PCR-HCMV-DNA positiv.

KBR-HCMV Titeranstieg von 1:10 auf 1:80 (+82 Tage nach
KMT). ELISA HCMV-IgG positiv, -IgM negativ. Virusanztchtung
fur HCMV: wiederholt unauffallig. 14 d Behandl. mit Ganciclovir
I. V.

PCR-HCMV-DNA negativ

Stationdr wegen V. a. akute Darm-GvHD und Hickman-Katheder-
Infektion.

Entfernung des Hickman-Katheder wegen Katheder-Infektion.
HCMYV-Viramie (PCR) ohne klinische Erscheinungen

Kontrolluntersuchungen ohne Auffalligkeiten

19



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Material und Bezugsquellen

3.1.1. Gerateliste

Geréat
Bestrahlungsguelle
Brutschrank
Computer
Cytozentrifugen
Cytozentrifugen
Drucker
Sterilfiltrationseinheit
-70°-Gefrierschrank
Glasfilter
Horizontalwippe
Membranfilter
Mikroskop
Mikroskop
Photometer
Photometer
Pipetten

Pipetten

Pipettomat
Pipettomat
Pipetus-Akku
Kryorohrchen
Kulturplatten
Kulturplatten
Kulturplatten
Kulturplatten
Printed Filtermat
Software-Programm
Schwei ssgerét
Sterilbénke
Sterilbénke
Stickstoff-Tanks
Ultraschallgerét

UV -Belichtungskammer

Warmeschrank
Wasserbad

Geréatename
Gammacell 1000
NUAIRE US Autoflow
Peacock

Centra GP8R
RotixalKS
Desk-Jet 500 C
Minisart-N

Forma Scientific
GF92

WS5

ME27

Diavert

LaborluxS

LS 500

Gene Quant |1
0,5-10ul, 10-100pl
200-1000pl
Pipetus mit Ultipor
Disposable Filter
Hofmann

Terasaki-Platten

96-L och-Flachboden-Platte
96-L och-Rundboden-Platte
24-Loch-Kulturplatte

Word Perfect 6.0

LKB 1295-012 Heat Seder
Heraeus LaminAir HBB2448
BioGARD Hood

Chronos Messer

Brenson SonifierW-250

Fluo Link

Hybridization Oven

GFL
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Her stellerfirma

Atomic Energy, Canada
Zapf Instrumente, Sarstedt
SLT, Crailsheim

|EC, Frankfurt

Hettich, Tuttlingen

Hewlett Packard

Sartorius, Goéttingen
Labotect, Gottingen
Schleicher & Schill, Dassel
E. Buhler, Tubingen
Schleicher & Schill, Dassel
Leitz, Bensheim

Leitz, Bensheim

Dr. Lange, Berlin
Pharmacia, Freiburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Bachofer, Reutlingen
Bachofer, Reutlingen
Bender & Hobein, Rottenburg
Greiner, Nurtingen

Greiner, Nurtingen

Greiner, Nurtingen

Nunc, Rosklide, Dénemark
Greiner, Nurtingen
AWallaceOy, Turku, Finnland
MicroSoft

Pharmacia, Freiburg
Heraeus, Fellbach

Baker, Gottingen

Griesheim, Siegen
Heinemann, Schwab.Gmiind
Biometra, Gottingen
Amersham, Braunschweig
Bender & Hobein, Rottenburg
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Zell-Erntegerét LKB 1295-001 cell harvester Pharmacia, Freiburg
Zentrifuge Centrifuge 5402 Eppendorf, Hamburg
Zentrifugenrohrchen Falcon, Heidelberg

3.1.2. Verbrauchsmittel

Die Chemikalien wurden von den Firmen Boehringer, BRL, Gibco, Merck, Pharmacia,
Fluka, Fresenius, Roth, Serva und Sigma verwendet. Im Allgemeinen wurden sie Uber

die Universitéts-Apotheke Tbingen bezogen.

Fetales Kdlberserum (FCS)  Seratech Griesbach im Rottal
Gentamycin/Refobacin80  Merck Darmstadt

Hepes Buffer 25mM Gibco Eggenstein
Humanserum inaktiviert Transfusionsmedizin Pforzheim

(gepoolt, CMV-negativ)

IL-2 Biotest Dreieich
MEM GibcoBRL Eggenstein
Penicillin/Streptomycin Biochrom Berlin
(10000 Units/10000 pg/ml)
Phytohdmagglutinin GibcoBRL Eggenstein
RPMI 1640 L-Glutamine GibcoBRL Eggenstein
RPMI 1640 mit Glutamax  GibcoBRL Eggenstein
Trypanblau Biochrom Berlin
Sigma M Unchen
FicoLiteH Linaris Bettingen
Hanks PAA Linz, Austria
Dimethylsulfoxid Serva Minchen
L-Glutamine GibcoBRL Eggenstein
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Thymidin-Desoxyribose Amersham-Buchler Braunschweig
(3H)-TdR (185 Gbg/mmol)

Szintillationsfl issigkeit LKB Beta Plate Scint Pharmacia, Freiburg

Materialien fur die FACS-Analyse

Die T-Zellklone wurden mit folgenden monoklonalen Antikdrpern (MAK) in der

FACS-Analyse untersucht:

Antikorper:

Bezeichnung Spezifitat

OKT3 o/ TCR positive T-Zellen

TT1 CD4" Zéellen

TT2 CD8" Zellen

W6/32.HL Gemeinsame Determinante der HLA-
A,B,C Antigene

W6/32.HK Inaktive Variante von W6/32.HL

Fluorescein konjugierte Affini-Pure F(ab)2
Fragmente Ziege anti-Maus 1gG und IgM  Fa. Dianova, Hamburg.

Puffer und L dsungen:

Intraglobin/PolyglobinN (1:5-Verdinnung Troponwerke, Koln.
mit Waschpuffer)

Waschpuffer bestehend aus:

HANK s balanced Salt Solution 500 mi PAA, Osterreich
Natriumazid 325 mg Serva, Heidelberg
Bovines Serum Albumin 500 mg Serva, Heidelberg
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Materialien fur die Proteinquantifizierung:
Bovine Serum Albumin (BSA) Pierce, lllinois, USA
Micro Reagent A, B, C Pierce, Illinois, USA

3.1.3. Verwendete Proteine und Peptide

Die T-Zellklone wurden auf ihre Spezifitdt fur HCMV-Proteine hin getestet. Dies
geschah mittels sieben rekombinanter Proteine: gB, gH, IEL, IE2, pp65, p52, ppl50 mit
Fusionsproteinen/Teilstlicken des gH (AD169) Proteins (pAP86, pNH86, pPN86,
pSN86) sowie Uberlappenden Peptiden (gH14 — gH23) entsprechend der spezifischen
Aminosauresequenz von gH (AD169) zwischen AS-Position 264 und 372.

Die rekombinanten Proteine und deren Fusionsproteine pAP86, pPN86, pSN86 sowie
pNH86 wurden von Herrn Prof. M. Mach, (Institut fir Klinische und Molekulare
Virologie, Erlangen-Nurnberg), Herrn Dr. R. Vornhagen (Fa. Biotest), Herr Dr. W.
Lindenmaier (Braunschweig) und Frau Dr. rer. nat. Krause (Gesellschaft fir
Biotechnologische Forschung, GBF) zur Verfligung gestellt. Die Peptide gH14 - 23
synthetisierte Herr Dr. H. Kabacher (Physiologische Chemie, Tibingen). Das Gesamt-
HCMYV-Antigen stellte Frau Dr. rer. nat. H. Krause, Medizinische Klinik I, Sektion fur
Transplantations-Immunologie und Immunhématologie, Tubingen nach einer Methode
von Waner et a. (1977) aus lysierten infizierten V orhaut-Fibroblasten (Human foreskin
fibroblasts, HFF) und deren ultrazentrifugiertem Uberstand her [117].

Antigen und Negativkontrolle

Konzentration:
HCMV-Gesamt Antigen (Isolat infizierter Fibroblasten) 1:200 verdinnt
Fibroblasten-Lysat Negativ-Kontrolle zu HCMV-Antigen) 1:200 verdinnt

Rekombinante Proteine von HCMV und Kontrollen

Baculovirus pp65 (rekombinant) 4 ug/mi
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Baculovirus gB
Baculovirus gH (AD169)
Baculovirus ppl150

CMV |E1 gesamt

CMV |E2 gesamt

p52

PEXStu

Baculovirus-Lysat

(rekombinant)

(rekombinant)

(rekombinant)

(rekombinant, aufgereinigt)
(rekombinant, aufgereinigt)
(rekombinant, aufgereinigt)
(Negativ-Kontrolle p52)
(Negativ-Kontrolle zu pp65, gH, gB,
pp150)

Rekombinante gH (AD169)-Fragmente und Kontrollen

PAP86 (aa 15 - 142)

pNH86 (aa 508 - 743)
pPN86 (aa 142 - 358)
pSN86 (aa 278 - 508)

RGalROS (Negativkontrolle zu pAP86, pNH86, pPN86, pSN86)

4 ug/mi
4 ug/mi
10 pg/ml
4 pug/mi
4 pug/mi
10 pg/mi
10 pg/ml

4 ug/mi

1 pg/ml
1 pg/mi
1 pg/ml
1 pg/ml
22,84 mg/ml

Uberlappende syntheti sche Peptide aus dem Aminosiurebereich (AS) 264 — 372 von gH

gH14 (As 264 - 282)
gH15 (As 274 - 292)
gH16 (As 284 - 302)
gH17 (As 294 - 312)
gH18 (As 304 - 322)
gH19 (As 314 - 332)
gH20 (As 324 - 342)
gH21 (As334 - 352)
gH22 (As 344 - 362)
gH23 (As 354 - 372)

QRDNFILRQTEKHELLVLV
EKHELLVLVKKAQLNRHSY
KAQLNRHSYLKDSDFLDAA
KDSDFLDAALDFNYLDLSA
DFNYLDLSALLRNSFHRYA
LRNSFHRYAVDVLKSGRCQ
DVLKSGRCOMLDRRTVEMA
LDRRTVEMAFAYALALFAA
AYALALFAAARQEEAGTEI
RQEEAGTEISIPRALDRQA
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Die Peptide wurden nach der von Kropshofer et al. (1992) beschriebenen Methode mit
Hilfe eines automatischen Peptidsynthesizers (Zinsser Analytic) hergestellt, HPLC
gereinigt und mit Hilfe eines Massenspektrometers auf Reinheit und Spezifitédt
kontrolliert. Sie wurden in einer Endkonzentration von je 10 pg/ml pro Versuch

eingesetzt [60].

3.1.4. Zellen und Zelllinien

Periphere mononukledre Zellen (PBMC)

Die T-Zell-Klone wurden aus PBMC des HCMV-positiven Patienten M. W., am Tag
188 und 325 nach KMT sowie aus PBMC seines HLA-identischen, ebenfalls HCMV -
positiven Brudes M. E. (Spender), gewonnen.

Spender M. E. und Empfanger M. W. hatten folgenden HLA-Klasse || Genotypen:
DRB1* 1502/* 1104x

DQB1*06011/*0301

DPB1*0201/*0401

Als antigenprasentierende Zellen (APC bzw. Stimulatorzellen) wurden PBMC des
Patienten selbst, seines Spenders oder einer HCMV -seronegativen, HLA-klassifizierten
Person aus einem Panel gesunder Individuen der Sektion Transplantationsimmunologie

und Immunhamatol ogie der Medizinischen Klinik, Abteilung I, Tlbingen verwendet.

EBV -transformierte B-Zdlllinien:

TUBO: HLA-DRB1* 1104/1201, WS-Nr. 9045
E4181324: HLA-DRB1*1502, WS-Nr. 0911

Beide Zell-Linien stammten vom 10. Internationalen Histokompatibilitéts-Workshop.
Sie wurden vor ihrem Einsatz fur die T-Zellstimulation mit 40 Gray bestrahlt.

Des weiteren wurden gepoolte allogene PBMC von HCMV-seronegativen Personen
eingesetzt.
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Vor Verwendung as Stimulatorzellen wurden die PBMC's mit 30 Gray bestrahlt. Die
Bestrahlung diente zur Verhinderung der Eigenproliferation.

Die fur die Testung der HLA-Restriktion verwendeten APC gesunder Personen, wiesen
folgende HLA-Klasse-11 Phano-/Genotypen auf:

Patient 1502/1104x 06011/0301
Spender 1502/1104x 06011/0301
1. Sch. S 0403/1104x 0301/0302
2.Sch. M. 0103/1201 0301/0501
3.T.F 0701/09012 02x /0303x
4.S.S. 1501/07x 0602/03032
5.D.S. 0701/03011 02x /01x
6.R. K 1501/11041 0301/0602
7. Sch. W. 1401/0801 05031/0402
8. M. M. 0101/1601x 0501/0601x
9. K.C. 0404/1301 03032/0603
10. H. S. 0401x/11011 0302/0301
11. Schl. S. 0103/1201 0501/0301
12. K. B. 0701/0401 02x /0302
13. S N. 0701/09012 0201/03032
14.H. R. 0401/x 0302/x

15. M. M. 1501/03011 0201/0602
16. W. E. 1302/0802x 0604/0402
17.W. S 0701/0101 03032/0501
18.O. L. 1501/0403 0602/x

19. W. 1. 1302/0408 0605x/0301
20.R. U. 0301x/0101 0201/0501
21. K. I. 0801x 0201/0402

Fettgedruckt sind die HLA-Allele der PBL-Spender (Panelliste), die mit denen des

Pati enten/Spenders Uberei nstimmten.
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3.2. Herstellung von Lésungen und Medien

Herstellung von gepooltem Humanserum

HCMV-PCR-negative Humanseren wurden auf HCMV-Antikérper im Institut fur
Transfusionsmedizin in Pforzheim getestet. Die Chargen wurden zur Hitzeinaktivierung
des Komplements fur 30 Minuten bei 56°C inkubiert. Eine Uberprifung auf
Zytotoxizitét oder Mitogenitéat fand flr jedes einzelne Serum in einer gemischten
Lymphozytenkultur (,mixed lymphocyte culture®) oder einem anderen T-zelluldren
Proliferationsassay statt. Zudem wurden noch Mykoplasmen-Tests durchgefihrt. Alle
Humanseren wurden Uber Glasfilter (0,8 um Membranfilter) gereinigt und bei - 20°C
gelagert. Vor Gebrauch musste das gepoolte Serum noch einmal mit einer 0,45 um

Einmal-Sterilfiltrationseinheit (Minisart-N) filtriert werden.

IL-2

IL-2 wurde in Ampullen mit jeweils 1x10° Units/ml kauflich von der Fa Biotest
(Dreieich) erworben. Der Ampulleninhalt wurde aliquotiert und bei -70°C gelagert. Das
kurzfristig bendtigte IL-2 wurde bei +4°C aufbewahrt. Fir T-Zellkulturen wurde IL-2 in
der gelieferten Konzentration nochmals 1:10 mit Standard-Zellkulturmedium (RPMI

1640 mit 10 % Humanserum) verdinnt.

Phytohdmagal utinin

Das T-Zell-Mitogen Phytohdmagglutinin (PHA) bestand aus einem gefriergetrockneten
Rohextrakt der M-Form. Jede neue Charge wurde in einem Drei-Tage-T-
Zellproliferations-Assay in verschiedenen Konzentrationen getestet. Ublicherweise
fuhrten 0,75 %- oder 1 %-ige Ansédtze zur maximalen Proliferation von T-Zellkulturen.

Das gefriergetrocknete PHA wurde gel6st und in Aliquots bei -20°C gelagert.
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Basismedium fir die T-Zellkulturen

Das Basismedium fir die T-Zellkultur, das fur die primdre Sensibilisierung und
Expansion von HCMV -spezifischen T-Zellen aus PBL bendtigt wurde, setzte sich aus
folgenden Substanzen zusammen: 20 % bzw. 10 % HCMV-negatives Humanserum,
2 % Penicillin/Streptomycin in RPMI 1640.

Isoliertes HCMV -Gesamtantigen

HCMYV -Gesamt-Antigen wurde in einer Endverdiinnung von 1:200 verwendet.

Kulturmedium fir EBV-B-Zdllinien

Die Zdllinien wurden nach dem Auftauen in RPMI 1640, 10% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin und 1 % Glutamin kultiviert und expandiert.

Einfriermedium

Alle Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % DM SO und 20 % FCS eingefroren.

3.3. Zellkulturmethoden

3.3.1. Isolierung mononukleéarer Zellen aus vendsem Blut

Aus heparinisiertem Blut des Patienten wurden PBMC mittels einer Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Verdinntes, gerinnungsunféhig gemachtes Blut
(Abbildung 1: links) wurde Uber Ficoll-Hypague geschichtet und zentrifugiert. Dabei
reicherten sich die mononukledren Zellen (Lymphozyten, einige Monozyten,
Vorléauferzellen der dendritischen Zellen) an der Phasengrenze an, die Erythrozyten
sowie die meisten polymorphkernigen Leukozyten oder Granulozyten wurden durch den

Ficoll-Hypague Gradienten hindurchzentrifugiert (Abbildung 1: rechts).
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Die dort aufgenommenen PBMC wurden nach 3.3.3. eingefroren und bel -186°C im
Stickstofftank gelagert.

verdinntes Blut]

Mononukleare

NS 100000 séimnerer
Zentrifugation > peripheren Blutes

L1

‘ . Rote
* Blutkérperchen
. und Granulocyten

Abb. 1: Isolierung mononuklegrer Zellen des peripheren Blutes aus dem Gesamtblut
mittels Ficoll-Hypague-Zentrifugation (modifiziert nach Janeway/Travers,
»Immunologie”, 1995) [49]

Ficoll-Hypaque
(spez. Dichte
=1,078)

3.3.2. Zellzahlung

Zur Zellzahlbestimmung fand eine Zahlkammer nach Neubauer Verwendung. Nach
einer Mischung von 0,5 % Trypanblau mit der Zellsuspension im Verhaltnis 1:1, wurde
die Neubauer-Zahlkammer mit einer Pipette beflllt und die Auszahlung von zwei
Grossquadraten der Zdhlkammer unter dem Mikroskop durchgefuhrt. Die Berechnung
fUr die Gesamtzellzahl ergab sich aus:

Gezahlte Zellzahl x 10 x Volumen der Zellen in pl = Gesamtzellzahl
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3.3.3. Einfrieren der Zellen

Uberschiissige Zellen , die fir aktuelle Experimente keine Verwendung fanden, wurden
erst einmal eingefroren, um sie fir spétere Analysen als |ebendes Zellmaterial noch zur
Verfligung zu haben.

Eine Einstellung der Zellzahl auf 6 x 10%ml erfolgte in moglichst kihlem
Einfriermedium. Zu Beginn wurden die Zellen bei 1000 U/Min und 10°C fur 10
Minuten zentrifugiert, daraufhin der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
Einfriermedium auf die entsprechende Zellkonzentration eingestellt. Die Zugabe von
Einfriermedium erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurde die Zellen in 40 % FCS/RPMI
1640 bis zur Halfte des Endvolumens aufgenommen, danach erfolgte eine stufenweise
Zugabe von 20% DMSO in RPMI 1640. Anschliessend wurde jeweils 1 ml
Zellsuspension rasch in Kryoréhrchen Gberfihrt. Diese lagen dann fur 24 Stunden bis
maximal eine Woche in Styroporschachteln im - 70°C Schrank. Danach erfolgte eine
Uberfuihrung der Rohrchen in Stickstofftanks bei - 186°C.

3.3.4. Auftauen der Zellen

Fur weitere Versuche wurden die friher in Kryorohrchen tiefgefrorenen Zellsuspen-
sionen aus dem Stickstofftank genommen und zum Auftauen solange in ein 37°C
warmes Wasserbad gestellt, bis sich der gefrorene Zellklumpen gerade von der Wand
des Kryorohrchens loste. Die Zellsuspension kam nun in ein mit 1 ml RPMI 1640
vorgelegtes Zentrifugenrohrchen, das Kryordhrchen wurde mit 1 ml RPMI nachgespilt,
RPMI wieder aufgenommen und ebenfalls in das Zentrifugenréhrchen gefllt.
Anschlief3end erfolgte das komplette Auffillen des Zentrifugenréhrchens mit RPMI. Es
fand nun eine Zentrifugation fir 10 Minuten bel 1000 UpM und 10°C statt. Der
erhaltene Uberstand wurde verworfen. Nach Resuspension des Zellpellets wurden die
Zellen in 2 ml RPMI gewaschen und erneut zentrifugiert. Anschliessend wurden die
Zéellen unter dem Mikroskop mit Hilfe von Trypanblau auf ihre Vitalitét geprift und
gezahlt. Danach fand die Einstellung der gewiinschten Konzentration der Zellen in

entsprechenden Basiskulturmedien fur T-Zellkulturen (3.2.) statt.
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3.3.5. Primare Sensibilisierung bzw. Restimulation von HCMV-
spezifischen T-Zellen aus PBL

Zu Beginn der priméren Sensibilisierung von HCMV -spezifischen T-Zellen fand nach
Auftauen der Zellen (3.3.4.) ein Einstellen der T-Zellen in RPMI auf 1 Mio. Zellen/ml
statt. Es erfolgte die Herstellung des Zellkulturmediums (3.2). Pro Well einer 24-Loch-
Platte wurden je 1 ml Basismedium, HCMV -Gesamtantigen sowie 1 ml Zellsuspension
(1 x 10%/ml) in RPMI 1640 benétigt. Die Zellen wurden fiir 10 Tage im Brutschrank bei
37°C und 5% CO, inkubiert. Jeden zweiten Tag wurde auf Wachstum und
Verunreinigung (z. B. Bakterien, Pilze) unter dem Mikroskop kontrolliert. Am sechsten
Kultivierungstag wurde in jedes Well 20 U/ml 1L-2 zugegeben. Am 10. Tag erfolgte die
T-Zell-Klonierung nach der ,Limiting dilution*-Technik. Uberschiissige, in Kultur
gewachsene Zellen, die nicht aktuell Verwendung fanden, wurden fir spétere Versuche

nach bekanntem Vorgehen (3.3.3.) eingefroren.

3.3.6. Klonierung von T-Zellen mit Hilfe der ,Limiting Dilution“- Technik

Die T-Zdll-Klonierung von HCMV sensibilisierten bzw. restimulierten T-Zellen des
Patienten M. W. und seines Spenders erfolgte mit Hilfe der ,Limiting dilution®-
Technik. Folgende Standard-V erdiinnungen wurden benétigt:

4,5x 10* Z/ml = 450 Zellen/10 pl

45x 103 Z/ml = 45 Zellen/10 pl
45x 102 Z/ml = 4,5 Zelen/10 pl
45x10'Z/ml = 0,45 Zellen/10 pl

Zuerst erfolgte die Herstellung der bendtigten Medien (3.2.). Dazu fand ein Beflllen der
Rohrchen mit RPMI 1640 und 10 %igem Humanserum statt. Fur eine Klonierung
wurden insgesamt 20 ml bendtigt (18 ml RPMI und 2 ml filtriertes Humanserum). Die
T-Zellen, die zehn Tage in Kultur gehalten und gezogen waren, kamen zur Zellzéhlung
(mittels einer 1000pl Pipette mit gestopfter Pipettenspitze) in ein kleines Réhrchen. Zur
Bestimmung der Anzahl der Zellen wurden davon 20 pl Zellsuspension entnommen, mit

20 pl 0,5 % Trypanblau gemischt und in eine Neubauerzahlkammer gegeben. Daraufhin
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erfolgte eine Auszéhlung der vitalen T-Zellen mit anschliessend primérer Einstellung
auf 4,5 x 10" Z/ml. Folgende Verdiinnungen wurden benétigt:

Réhrchen 1: 4,5 x 10* Z/ml in eéinem Ansatz von 2 ml, Rohrchen 2 (Verdinnung 1): 4,5
x 10° Z/ml (= 45 Z/10 pl) in einem Ansatz von 2 ml, dazu wurden 1800 pl RPMI
1640/10% Humanserum und 200 ul Zellsuspension aus Rohrchen 1 gemischt. Réhrchen
3 (Verdiinnung 2): 4,5 x 10* Z/ml (= 4,5 2/10 pl) in einem Ansatz von 2 ml, dazu
wurden 1800 pl RPMI 1640/10% HS und 200 pl Zellsuspension aus Rohrchen 2
gemischt. Réhrchen 4 (Verdiinnung 3): 4,5 x 10" Z/ml (= 0,45 Z/10 pl) in einem Ansatz
von 5 ml, dazu wurden 4500 pul RPMI 1640/10% HS und 500 pl Zellsuspension aus
Rohrchen 3 gemischt. Die restlichen nicht benétigten Zellen wurden nach bekanntem
Schema (3.3.3.) eingefroren.

Zur Sicherung, ob die Verdinnungsmethode korrekt durchgefihrt worden war, wurde
folgendes Verfahren angewendet: von der Verdiinnung 3 (Rohrchen 4) wurden 50 Wells
einer Terasaki-Platte mit jeweils 10 pl beimpft und fir eine Stunde bei 37°C und 5 %
CO; im Brutschrank inkubiert. Die hergestellten Zellsuspensionsverdinnungen mussten
wahrenddessen bel ca. +4°C im Kihlschrank gelagert werden. Nach der einstiindigen
Inkubation fand mit Hilfe des Mikroskops eine Durchmusterung der einzelnen Wells der
Terasaki-Platte nach T-Zellen statt. Ziel war es einzelne T-Lymphozyten in 30-37 % der
WEells vorzufinden. Wurden bel der Durchmusterung prozentual mehr oder weniger
Zellen gezahlt, so mussten die einzelnen Verdinnungen nochmals hergestellt, eine neue
Terasaki-Platte wiederum beimpft und nach T-Lymphozyten mikroskopiert werden, bis
das oben genannte Ziel erreicht wurde.

Erst danach fand eine Beimpfung jeweils einer Terasaki-Platte mit je 10 ul
Zellsuspension der ersten beiden Verdinnungen, des weiteren von funf Terasaki-Platten
mit je 10 pl Zellsuspension der dritten Verdinnung statt. Dann erfolgte noch eine
Zugabe von 1 x 10" bestrahlten Stimulatorzellen/well in 10 ul RPMI-Medium mit 10 %
Humanserum, 2 % Penicillin/Streptomycin, 40 U/ml IL-2 sowie 1:200 verdinntem
HCMV-Antigen in jedem Versuchsansatz. Stimulatorzellen waren autologe PBL, die
nach Auftauen (3.3.4.) und Aufnahme in Medium (3.2.) auf 1 x 10° Zellen/ml Medium
eingestellt worden waren. Die Terasaki-Platten wurden fir 10 Tage bel 37°C und 5%

CO; in Aluminiumfolie eingeschlagen und im Brutschrank aufbewahrt. Nach diesen 10
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Kultivierungstagen erfolgte eine genaue mikroskopische Durchmusterung der Terasaki-
Platten nach proliferierenden T-Zell-Klonen. Bei ausreichender Proliferation, die
mikroskopisch durch einen dichtem Zellrasen zu erkennen war, wurden die Klone in
eine 96-Well-Platte transferiert. Dort fand pro Well eine Zugabe von insgesamt 200 pl
mit 1 x 10° bestrahiten Stimulator-/Poolzellen, 10% Humanserum, 1%
Penicillin/Streptomycin, 20 U/ml Interleukin-2, 0,2 % PHA, HCMV-Gesamtantigen in
einer Endverdinnung von 1:200 sowie RPMI 1640 statt. Eine weitere Kultivierung fand
wie schon vorher im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, statt. Nach Umsetzen der
Zéellen in die 96-Well-Platte erfolgte ale drel bis vier Tage eine mikroskopische
Durchmusterung jedes Wells sowie eine Erneuerung des Mediums. Dabel wurde das
Uber den Zellen befindliche, alte Medium zur Hélfte vorsichtig abpipettiert und durch
RPMI 1640 mit 20 U/ml IL-2, 10 % Humanserum und 1 % Penicillin/Streptomycin
ersetzt. HCMV-Gesamtantigen und PHA befanden sich dabei nicht in dem erneuerten
Medium. Einmal wochentlich wurden die T-Zellklone mit 1 x 10° Stimulatorzellen/Well
in RPMI-Medium mit 10 % Humanserum, 1 % Penicillin/Streptomycin, 20 U/ml IL-2,
0,2% PHA und HCMV-Gesamtantigen (Endverdinnung 1:200) restimuliert. Zeigte
sich bei den mikroskopischen Kontrollen ein mit Zellen vollbewachsenes Well in der
96-Loch-Platte, so kam es zur Uberfiihrung dieser Zellen in das Well einer 24-Loch-
Platte. In der 24-Loch-Platte befand sich pro Well ein Endvolumen von 2 ml Medium,
so dass hier pro Loch 2 x 10° Stimulatorzellen benétigt wurden. Eine Kultivierung der
Klone fand so lange stett, bis mindestens vier Ldcher einer 24-Loch-Platte voll
bewachsen waren. Eine weitere Kultivierung konnte bis um Tag 60 nach Beginn der
Klonierung meistens ohne Bedenken durchgefiihrt werden. Weitere Expansion der T-
Zellklone bedeutete, dass fur die meisten T-Zellen Alterungsprozesse in den weiteren
Teilungen nicht auszuschliessen waren. Die so gezogenen T-Zellklone wurden mit einer
Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml in Kryorshrchen zwischen Tag 43 und 58
eingefroren (3.3.3.) und im Stickstofftank bei -186 °C aufbewahrt.

Die Klonalitét wurde von Frau Dr. med. M. Feurle in ihrer Promotionsarbeit mit Hilfe

der T-Zellrezeptoranalyse bel 18 Patienten- und 6 Spender-Klonen Uberpriift [34].
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3.3.7. Herstellung von Stimulatorzellen

Als Stimulatorzellen kamen autologe PBL zur Verwendung. Diese wurden aufgetaut
(3.3.4.) und in Kulturmedium aufgenommen und auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Das
Kulturmedium setzte sich aus 10 % Humanserum, 1% Penicillin/Streptomycin, 40
Unitml IL-2 sowie HCMV-Gesamtantigen (HK116/3) in einer Endverdinnung von
1:200 und RPMI 1640 zusammen.

3.3.8. Kultivierung von EBV-transformierten B-Zell-Linien

Die EBV-transformierten B-Zellinien TUBO (HLA-DRB1*1104/1201 heterozygot) und
E4181324 (HLA-DRB1*1502 homozygot) wurden in ein Zellkulturmedium, bestehend
aus 10 % FCS, 1 % Penicillin/Streptomycin und RPMI 1640 mit Glutamax kultiviert
und nach Bestrahlung a's Feederzellen zur T-Zellklon-Vermehrung eingesetzt.

3.3.9. Proliferationsassays

Zur Uberprifung der Spezifitdt und Funktion der gezogenen T-Zell-Klone wurden
Proliferationstests durchgefihrt. Die T-Zellklone oder T-Zelllinien wurden zu Beginn
eines jeden Versuches nach oben genanntem Verfahren aufgetaut (3.3.4.) und gezahit
(3.3.2). Pro Testansatz wurden jeweils 1 x 10* Zellen des T-Zell-Klons/Well in einer 96-
Well-Rundbodenplatte, je 5 x 10* bestrahlte antigenprésentierende Zellen (APC)/Well
sowie HCMV-Gesamtantigen in einer Endverdinnung von 1:200 verwendet. Als
Kontrollen dienten oben genannte Zellen ohne HCMV-Gesamtantigen jedoch entweder
mit Fibroblasten-Lysat (Kontrolle zu HCMV-Gesamtantigen) oder jeweils mit einem
der anderen sieben hier eingesetzten rekombinanten HCMV-Proteine (3.1.3.) sowie
deren Negativkontrollen. Die Proliferationsassays wurden jeweils in Triplikaten
ausgefuhrt.

Fur jeden T-Zellklon wurden Zeitkinetiken mit Inkubationszeiten fir 24, 48 und 72
Stunden vor Zugabe von 37 KBq [*H]-Thymidin durchgefiihrt. Die mit Zellen
beimpften 96-Loch-Rundbodenplatten wurden bei 37°C und 5% CO, inkubiert und
anschliessend mit 37 KBq [*H]-Thymidin pro Loch unter den gleichen Bedingungen fiir
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weitere 16 Stunden inkubiert. In den meisten Falen wurden nach 48 Stunden
Inkubationszeit die hochsten Proliferationsraten erhalten. Weitere Versuche fanden nur
noch mit den fir die optimale Proliferation bestimmten Inkubationszeiten statt. Fir die
Beurteilung der Zellproliferation wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellerntegerétes auf
Glasfiberfilter aufgebracht. Die Filter wurden fir mindestens drel  Stunden
luftgetrocknet, um eine gleichméassige Aufnahme der Szintillationsflissigkeit zu
gewdhrleisten. Nach Tranken in Szintillationsflussigkeit wurden die Filter
eingeschweif}t. Die T-Zellproliferation wurde tiber den [°H]-Thymidineinbau im Beta-
Counter in Counts per Minute (cpm) gemessen. Die Ergebnisse wurden as Median- und
Mittelwerte der in den jeweiligen Triplettansdtzen gemessenen Counts per Minute

angegeben.

3.3.10. HCMV-spezifischer Proliferationsassay mit PBL

Der HCMV-spezifische Proliferationsassay wurde in 96-Loch Rundbodenplatten in
Triplikaten durchgefuhrt. Die dafir benétigten PBL wurden aufgetaut (3.3.4.) und
gezahlt (3.3.2.). Es erfolgte eine Einstellung aller PBL mit RPMI auf eine Konzentration
von 1 x 10° Zellen/ml. Firr die HCMV-Stimulation wurde aus infizierten Fibroblasten
isoliertes HCMV-Antigen (3.2.) in einer Endverdinnung von 1:200 eingesetzt. Zur
Kontrolle dienten Inkubationen mit Medium, mit Proteinen aus nicht-infizierten
Fibroblasten (Negativkontrollen zur Stimulation mit HCMV-Antigen), IL-2 (50U/ml)
und/oder PHA (0,75 % oder 1 % je nach Charge) als positive Kontrollen. Pro Testwell
wurden 1 x 10° Zellen eingesetzt.

Nach drei Tagen im Brutschrank (37°C, 5% CO,) wurde der [°H]-Thymidin-Einbau
(37 MBqg in 20 ml RPMI) gemessen (3.3.9.). Ausgewertet wurden die Triplikate als
Stimulationsindex, der sich folgendermal3en errechnet:

Mittelwert der Response der HCMV-stimulierten PBL [cpm]
— Mittelwert der Response auf Medium

= Stimulationsindex
Mittelwert der Response der durch Fibroblasten-Proteine

stimulierten PBL [cpm] — Mittelwert der Response auf Medium
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Ahnlich erfolgte auch die Berechnung der Stimulationsindices fir die positiven
Kontrolltestungen mit PHA und IL-2. Als Negativkontrolle diente in jedem Fall die

Stimulation mit dem Fibroblastenlysat sowie dem Kulturmedium.

3.3.11. FACS-Analyse

FACS-Gerét

Die DurchfluRzytometrie mit dem FACS-Scan® (Fluorescence-Activated-Cell-Sorter)
stellt eine Methode zur Oberflachenantigen-Analyse oder Bestimmung von intra
zelluldrem Antigen dar, bei der Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften der Zellen
nach spezieller Markierung mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern erfasst werden.
Durch gleichzeitige Bestimmung von relativer ZellgrofRe und Granularitét koénnen
einzelne Zellpopulationen differenziert und hinsichtlich der Uber Antikorper
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe qualitativ und quantitativ beurteilt werden. Zur
immunphanotypischen Charakterisierung von T-Zell-Klonen am FACS wurden murine
monoklonale Antikdrper (MAK) gegen verschiedene T-Zell-Antigene verwendet. Zuerst
fand eine Inkubation der T-Zellen mit dem spezifischen MAK gegen T-Zell-Antigen
statt. Die Bindung wurde danach durch Zugabe von Fluoresceinisothiocyanat- (FITC-)
markierten Ziege-anti-Maus F(ab)2 |g-Fragmenten detektiert. Die so markierten Proben
wurden mit dem FACS gemessen, die Darstellung der Messergebnisse erfolgte in

Histogrammen.

Immunfluoreszenzmarkierung von PBL und T-Zell-Klonen zur FACS-M essung

Die Zellen wurden nach dem Auftauen zunachst in Waschpuffer aufgenommen, gezéhlt
und dann 10 Minuten bei 1000 Upm und 10°C zentrifugiert. Nach Abkippen des
Uberstandes und Resuspension von pro 5 x 10° Zellen wurde mit je 20 pl Intraglobin
(Polyglobin N 1:5) auf Eis inkubiert. Hiermit sollte durch Blockade von Fc-Rezeptoren
ein unspezifisches Binden der spezifischen Antikorper auf der Zelloberfléache verhindert
werden. Anschlief3end erfolgte eine Aufnahme der Zellen in 10 ml Waschpuffer und

eine nochmalige Zentrifugation der Zellsuspension fur zehn Minuten bei 1000 Upm und
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4°C. Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in Waschpuffer resuspendiert und
auf finf Locher einer 96-Loch-Rundbodenplatte in einer Konzentration von 0,5 x 10°
Zellen/Loch verteilt. Zur Zellsuspension in jedem Loch der 96-Well Mikrotiterplatte
wurden jeweils 20 pl des zu testenden spezifischen monoklonalen Antikdrpers (MAK)
pipettiert, die Platte kurz gerittelt, dann mit Aluminiumfolie abgedeckt und 15 Minuten
auf Eisinkubiert. Anschlief3end erfolgte wiederum ein Waschschritt mit Auffiillen jeden
Lochs mit 200 pl Waschpuffer und eine Zentrifugation fur zwei Minuten bei 800 Upm
und 4°C.

Die Entfernung des Uberstandes wurde durch schnelles Umkippen der 96-Loch-
Rundbodenplatte erreicht. Danach erfolgte eine Resuspension der Zellen durch erneutes
Rutteln der Platte und die Zugabe des 2. Antikorper und zwar je 20 pl des Ziege-anti-
Maus-Ig FITC-konjugierten Antikorpers (1:20 mit Waschpuffer verdiinnt). Im nachsten
Schritt fand eine Inkubation der Platte fur weitere 15 Minuten auf Eis unter Lichtschutz
statt. Danach erfolgte das erneute Aufflllen der Lécher mit je 200 pl Waschpuffer sowie
eine Zentrifugation fur zwei Minuten bei 800 Upm und 10°C. Es fand ein nochmaliges
Abkippen des Uberstandes und wiederum eine Zugabe von 200 pl Waschpuffer statt.
Nach Resuspension und Aufnahme mit einer Pipette wurde die Zellsuspension zur
Entfernung von eventuell vorhandenen Zellklumpen durch ein Metalnetz in die
vorbereiteten und beschrifteten FACS-Rohrchen pipettiert. Die so behandelten Proben
wurden mit dem FACScan (Becton Dickinson) gemessen und Uber ein FACS

spezifisches Computerprogramm ausgewertet.

3.4. Immunchemische Methoden

3.4.1. Proteinquantifizierung mit Micro BCA Assay

Fur weitere Versuche wurde nochmals rekombinantes Glykoprotein gH bendtigt,
welches freundlicherweise das Ingtitut fur Klinische und Molekulare Virologie der
Universitét Erlangen-Nurnberg, Prof. M. Mach, zur Verfigung stellte. Bevor weitere

Versuchsansétze mit definierten Mengen an Glykoprotein gH stattfanden, musste eine
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Proteinquantifizierung mit dem Micro BCA (Bicinchoninic Acid) Assay (Pierce,
[llinois, USA) durchgefiihrt.

Es wurden 6 Standardlsungen von BSA (Bovine Serum Albumin) hergestellt: 20, 10,
5 4,2 und 1 pg/ml (je 1 ml) und drei Verdinnungen der zu vermessenden Proben
(2:200, 1:100 und 1:50). Daneben standen noch ein Leerwert, bestehend aus Aqua dest.
und frisch zusammengemischtem Working Reagenz (Gemisch aus je 48 Teilen Micro
Reagent B (MB), je zwei Teilen Micro Reagent C (MC) und 50 Teilen des Micro
Reagent A) zur Verfigung. Es wurden jeweils 500 ul der Standard- und Probenl 6sungen
mit 500 pl Working Reagenz versetzt und 60 Minuten im Wasserbad bel einer
Temperatur von 60°C inkubiert. Danach fand eine Abkuhlung aler Rohrchen auf
Raumtemperatur und eine Vermessung im Photometer bei OD 56, Statt. Aus den
gemessenen Werten wurde eine Standardkurve erstellt und somit  die

Proteinkonzentration von Glykoprotein gH bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1. Etablierung HCMV-spezifischer T-Zellklone und T-Zelllinien

4.1.1. Etablierung von HCMV-spezifischen T-Zelllinien aus PBL des KMT-
Empfangers und -Spenders

Um HCMV-spezifische T-Zellen im Blut des KMT-Empféngers und Spenders
untersuchen zu konnen, wurde versucht, HCMV-spezifische T-Zellen in vitro mit
isoliertem HCMV-Gesamtantigen zu restimulieren und eine Expansion dieser T-Zellen
as Zdllinie zu erreichen. HCMV -reaktive T-Zellen wurden dazu tber zehn Tage wie
unter 3.3.5. beschrieben kultiviert mit HCMV-Gesamtantigen am Tag 0 sowie mit 20
U/ml IL-2 am Tag 6 einmalig stimuliert. Nach 10 Tagen Priming wurde die Reaktivitét
der PBL's gegen HCMV im Proliferationsassay auf Grund von *H-Thymidineinbau
(3.3.10) gemessen. Tabelle 1 zeigt die verwendeten sensibilisierten T-Zellchargen (PBL)
des KMT-Empfangers M. W., die spéter zur T-Zell-Klonierung verwendet wurden. (Die
Bezeichnungen wurden tber ein spezielles Probenaufnahme EDV-Programm der Med.
Klinik Tdbingen, Abt. 1l, GvH-Data vergeben. BZ bedeutet Blutzellen, BL sind
Blutlymphozyten).

Der Stimulationsindex SI war der Quotient aus proliferativer T-Zellantwort nach
Aktivierung mit HCMV-Gesamtantigen und proliferativer T-Zellantwort nach Akti-

vierung mit Fibroblastenkontrollantigen.

Tabelle 1: Verwendete T-Zellen des KMT-Empfangers M. W.

Nr./Bezeichnung Alter des Stimulationsindex
der T-Zellen Klons (sl)
81894 BZ1 188 Tage nach KMT 4,0
86638 BL1 325 Tagenach KMT 28,5
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Die T-Zellen stammten aus dem Blut des KMT-Empfanger M. W. vom Tag 188 und
325 nach Knochenmarktransplantation. Nach 10-tégiger Kultivierung zeigten PBL des
Patienten vom Tag 188 nach KMT eine proliferative T-Zellantwort gegen HCMV-
Gesamtantigen mit einem Stimulationsindex von Sl 4,0. Der Sl der proliferativen T-
Zellantwort gegen HCMV -Gesamtantigen in Blutlymphozyten vom Tag 325 nach KMT
betrug 28,5.

4.1.2. Etablierung HCMV spezifischer T-Zellklone des KMT-Empfangers

Die mit HCMV -Gesamtantigen restimulierbaren T-Zellen im Blut des Patienten sollten
mit Hilfe der Grenzwertverdinnung (Limiting dilution) kloniert und zur Expansion
gebracht werden, um sie in ihrer Spezifitdt einzeln analysieren zu kénnen. Dabel fand
ein Verfahren, das in der Arbeitsgruppe von Prof. G. Pawelec von Frau Dr. H. Friccius,
Med. Klinik Tubingen, Sektion Transplantationsimmunologie, Abt. I, eingesetzt wurde,
Verwendung. Vom KMT Spender lagen schon T-Zellklone vor, die von Frau Dr. rer.
nat. H. Krause (Med. Klinik Tubingen, Abt. 1) durch die Limiting-Dilution-Technik
generiert worden waren.

Aus den etablierten HCMV-spezifischen T-Zelllinien, die aus Blutlymphozyten des
KMT-Empféangers M. W. von Tag 188 beziehungsweise Tag 325 nach KMT etabliert
worden waren, wurden mit Hilfe der Limiting Dilution Technik T-Zellen kloniert. Bei
der nach den Protokollen von Prof. G. Pawelec durchgefuhrten Klonierung (3.3.6.)
wurden 20 T-Zell-Klone/-Linie aus PBL von Tag +188 nach KMT gezogen, eine T-
Zelkultur (Nr. 2.1) aus dem Limiting Dilution Ansatz mit 4,5 x 10? Zellen/ml
(= 4,5 Zdlen/well) und 19 T-Zellkulturen (Nr. 1.1 - 1.19) aus dem Limiting Dilution
Ansatz mit 4,5 x 10° Zellen/ml. Aus PBL vom Tag +325 nach KMT konnten 73 T-Zell-
Klone/-Linien gezogen werden und zwar 14 T-Zellkulturen (4.1 - 4.14) aus dem
Limiting Dilution Ansatz mit 4,5 x 10' Zellen/ml und 59 T-Zellkulturen (3.0 - 3.59)
nach Einstellung auf 4,5 x 102 Zellen/ml. Zur Erfassung von Daten und Verwaltung der
Proben, wurden diese mit funfstelligen Nummern, Uber das oben genannte GvH-Data
Programm, versehen (Die Endbuchstaben BK bedeuten Blut- und T-Zellklon, BN stand
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far Blut- und T-Zelllinie). Die Proben, die nicht sofort Verwendung fir Tests fanden,
wurden eingefroren (3.3.3.).

Von den insgesamt gezogenen 93 T-Zell-Klonen/-Linien wurden 43 fur weiterfihrende
Versuche verwendet, da nur von diesen eine ausreichende Anzahl an Zellen fur
nachfolgende Testungen zur Verfligung standen. Zehn der 43 T-Zell-Kulturen stammten
vom Tag 188, 33 vom Tag 325 nach KMT.

4.2. Charakterisierung der HCMV-Antigenspezifitat der
etablierten T-Zell-Klone/-Linien

Bel den Proliferationsassays (3.3.9.) proliferierten 42 der 43 getesteten T-Zellklone
spezifisch auf Stimulation mit HCMV -Gesamtantigen. Nur eine T-Zellkultur (1.16, 188
Tage nach KMT) zeigte keine Proliferation auf Stimulation mit HCMV-Antigen.
Tabelle 2 zeigt die 43 verwendeten Klone des KM T-Empfangers und deren Reaktivitét
mit HCMV-Gesamtantigen in Counts pro Minute (cpm). HFF als Proteinextrakt aus
nicht infizierten Fibroblasten wurde as Negativkontrolle zu HCMV-Antigen getestet.
Als HCMV -spezifische Reaktion wurde ein Sl von > 3 gewertet.

Die Wahrscheinlichkeit der Klonalitét der Zellen nach Limiting Dilution war am
grossten, wenn die T-Zellen aus der hdchsten Verdinnungsstufe der unklonierten T-
Zdllpopulation stammten. Da jedoch auch T-Zellkulturen mit einer Verdinnung von 4,5
x 10% und 4,5 x 10° Zellen/ml angesetzt und fir Testungen eingesetzt wurden, bestand

die Moglichkeit einer Generierung von Klongemischen.

Die Klonalitdt von 18 der erhaltenen und fir weitere Versuche bestimmten T-Zell-
Kulturen wurden von Frau Dr. med. M. U. Feurle in ihrer Promotionsarbeit mit Hilfe
der T-Zellrezeptoranalyse Uberprift. Dort liessen sich neben Klongemischen eindeutig
auch T-Zellklone feststellen. Tabelle 3 wurde der Promotionsarbeit von M. U. Feurle

entnommen und zeigt einen Ausschnitt der Ergebnisse der T-Zell-Rezeptoranalyse [34].
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Tabelle 2: Ergebnisse der Proliferationstestungen von T-Zellklonen des Empféangers M.
W. aus Blutabnahmen von Tag 188 (1.3 - 1.17) bzw. Tag 325 (3.4 - 4.13)
nach KMT auf Stimulation mit HCMV-Gesamtantigen bzw. Protein aus
nicht-infizierten Fibroblasten (HFF als Negativ-Kontrolle) und autologe PBL
als Stimulatorzellen

Bezeichung desT - HCMV HFF . L .
Zdll- Klongs/ d.— | Gesamtantigen [cpm] Stlmulatélonsndex Alter gecl Klonsin
Linie (BK) [cpm] Negativkontrolle ultur
1.3 Tag 188 3470 624 5,6 43 Tage
1.4 Tag188 4153 669 6,2 43 Tage
15 Tag188 4007 733 55 43 Tage
1.7 Tag188 3551 585 6,1 43 Tage
1.8 Tag 188 2125 578 3,7 43 Tage
1.10 Tag 188 4229 617 6,9 43 Tage
1.13 Tag 188 1316 674 2,0 43 Tage
1.14 Tag 188 4567 712 6,4 43 Tage
1.16 Tag 188 743 593 1,6 43 Tage
1.17 Tag 188 3247 527 6,2 43 Tage
34 Tag 325 4853 449 10,8 42 Tage
3.5 Tag 325 9691 510 19,0 42 Tage
3.7 Tag 325 8561 422 20,3 42 Tage
3.9 Tag 325 5913 378 15,6 42 Tage
3.10 Tag 325 6225 350 17,8 42 Tage
3.11 Tag 325 10541 420 25,1 42 Tage
3.13Tag 325 3433 545 6,3 42 Tage
3.15Tag 325 4349 413 10,5 42 Tage
3.16 Tag 325 2660 571 47 42 Tage
3.18 Tag 325 4316 570 7,6 42 Tage
3.23 Tag 325 3296 441 7,7 42 Tage
3.26 Tag 325 3947 478 8,3 42 Tage
3.27 Tag 325 3151 677 47 42 Tage
3.28 Tag 325 1293 520 25 42 Tage
3.29 Tag 325 2750 477 58 42 Tage
3.33 Tag 325 2117 410 52 42 Tage
3.35 Tag 325 6451 582 11,1 42 Tage
3.36 Tag 325 18150 310 58,5 42 Tage
3.42 Tag 325 3224 311 10,4 42 Tage
3.45 Tag 325 5983 367 16,3 42 Tage
3.47 Tag 325 4790 384 12,5 43 Tage
3.48 Tag 325 9082 497 18,3 43 Tage
3.49 Tag 325 2673 702 3,8 43 Tage
3.53 Tag 325 6354 750 8,5 43 Tage
3.54 Tag 325 4868 551 8,8 43 Tage
3.56 Tag 325 3758 574 6,5 43 Tage
3.58 Tag 325 5454 645 8,5 43 Tage
3.59 Tag 325 6580 582 11,3 43 Tage
4.3 Tag 325 4584 515 8,9 57 Tage
4.6 Tag 325 1496 409 3,7 57 Tage
4.8 Tag 325 1751 364 438 57 Tage
4,12 Tag 325 3986 430 9,3 57 Tage
4,13 Tag 325 2583 414 6,2 57 Tage
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Tabelle 3: T-Zell-Rezeptoranalyse HCMV -spezifischer T-Zell-Klone/-Linien des KMT-
Empféangers M. W. [34]

T-Z€ll-Klon/-Linie a-Ketten B-Ketten Klonalitéat
13 AV22AJ28 BV13BJ2S3 Klon
AV5AJ24
15 AV8AJ33* BV13BJ2S3 KeinKlon
AV10AJ24
AV8AJ53 BV2BJ1S2
17 AV8AJ33 BV13BJ2S3 KeinKlon
AV10AJ24 JBV2BJ2S2
AV22AJ28
1.13 AV22AJ6 BV2BJ1A4 Klon
1.10 AV22AJ28 BV13BJ2S3 Klon
1.17 AV22AJ28 BV13BJ2S3 Klon
34 AV8AJ33* BV13BJ2S3* KeinKlon
A3AM4 BV2BJ1S2
AV6AJ27 BV8BJ2S3
AV21AJ30
35 AV8AJ33* BV13BJ2S3* Kein Klon/2a2p
39 AV8AJ33* BV13BJ2S3* Kein Klon/2a2p
3.10 AV8AJ33* BV13BJ2S3 KeinKlon
BV2BJ2S3
BV13BJ1HA
311 AV8AJ33 BV13BJ2S3 Kein Klon/202p
AV3AJ30 BV2BJ2S3
3.28 AV8AJ33* BV13BJ2S3* KeinKlon
AV3AH0 BV2BJ1S2
3.30 AVB8AJ33 BV13BJ2S3 Klon
AV10AJ24
3.45 BV13BJ2S3*
353 BV13BJ2S3
BV2BJ2S1
3.58 AVB8AJ33* BV13BJ2S3* KeinKlon
BV2BJ2S2
3.59 BV13BJ2S3*
BV2BJ2S1
412 AV23AJ58 BV13BJ2S3 Kein Klon/202p
AV5AJ5 BV2BJ2S7

*mehrere Amplifikate mit konservativen Basenaustauschen in der Verbindungsregion zwischen V- und J

Region.

Mittels der TCR-Rezeptoranalyse 18sst sich durch Bestimmung der a- und/oder 3-Ketten
feststellen, ob ein Klon vorliegt. Als T-Zell-Klone konnten Nr. 1.3, 1.10, 1.13, 1.17 und
3.30 identifiziert werden. Bel den T-Zell-Kulturen 1.5, 1.7, 3.4, 3.10, 3.28 und 3.58

wurde nach dieser Analyse von Klongemischen ausgegangen. Sehr wahrscheinlich
handelt es sich bei 3.5, 3.9, 3.11 und 4.12 ebenfalls um Klongemische. Bei den T-Zell-
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Klonen/-Linien 3.45, 3.53 und 3.59 konnte keine Aussage Uber Klonalitdt gemacht

werden.

Vom KMT-Spender M. E. wurden elf Klone (11/11) mit ausreichender Zellzahl fur
weitere Spezifizierungsversuche etabliert. Davon waren sieben Klone (63,6 %) HCMV -
spezifisch (82512BK1, 82512BK2, 82512BK3, 82512BK5, 82554BK?2, 82554BK5,
82268BN1). Vier Klone (36,3 %) erwiesen sich as nicht reaktiv gegeniber HCMV -
Gesamtantigen (82512BK4, 82554BK1, 82554BK4, 82597BN4). Spendereigene T-
Zellen standen zur Verwendung as Feeder- bzw. Stimulatorzellen nicht in
ausreichenden Massen zur Verfigung. Deswegen wurden als Stimulatorzellen der T-
Zellklone HLA-DRB1*1104 bzw. HLA-DRB1*1502-B-Zélllinien verwendet, die in
einzelnen HLA-DR Allelen mit dem KMT- Spender bzw. -Empfénger Ubereinstimmten.
Tabelle 4 zeigt die Reaktivitét der T-Zellklone (Counts per Minute/cpm) auf Stimulation
mit HCMV-Gesamtantigen und Zugabe von HLA-DRB1*1104 oder -* 1502 positiven
Stimulatorzellen. HFF-Proteine dienten as Negativkontrolle zur Stimulation mit
HCMV-Gesamtantigen aus infizierten Fibroblasten. Ein SI > 3 wurde als HCMV-

spezifische Reaktion gewertet, diein der Tabelle hervorgehoben ist.

Tabelle 4: Ergebnisse der Proliferationstestungen von T-Zell-Klonen/-Linien desKMT-
Spenders M. E. nach Stimulation mit HCMV -Gesamtantigen und allogenen
Stimulatorzellen (TUBO: DRB1* 1104, E4181324: DRB1*1502)

Bezeichnung HFF Stimulatorzellen | Stimulations- | Stimulator zellen | Stimulations
desKlons (Negativ- HLA-DRB1* index (SI) HLA-DRB1* -index (SI)
der T- kontrolle) | 1104+ HCMV- HLA- 1502 + HCM V- HLA-

Zélllinie [cpm] Ag [cpm] DRB1*1104 Ag [cpm] DRB1*1502
82512BK1 166 642 3.9 214 12
82512BK2 132 2658 20,1 443 3,4
82512BK3 157 1694 10,8 135 0,9
82512BK4 188 224 12 283 15
82512BK5 211 1008 4,8 123 0,6
82554BK1 548 604 11 175 0,3
82554BK2 134 1186 8,6 482 3,6
82554BK4 129 142 11 109 0,8
82554BK5 134 6012 44,9 144 11
82268BN1 896 6956 7,8 3113 3,5
82597BN4 140 298 2,1 171 1,2
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4.2.1. Spezifizierung der HCMV-Antigenreaktivitdt der etablierten
T-Zell-Klone/-Linien mit rekombinanten Proteinen von HCMV

Zur genaueren Antigen-Spezifizierung der T-Zell-Klone/-Linien des Patienten M. W.
von Tag 188 und Tag 325 nach KMT und dessen Spender M. E. wurden weitere
Testungen mit rekombinant hergestellten Proteinen von HCMV durchgefihrt. Es fanden
sieben verschiedene rekombinante Proteine von HCMV sowie deren Negativkontrollen
Verwendung: gH, gB, pp65, ppl50, IEL, IE2 und p52 (3.1.3.). Bei den ersten Versuchen
wurden als antigen-prasentierende Zellen bestrahlte, autologe mononukledre Zellen
eingesetzt. FUr weitere Spezifizierungversuche fanden spéter auch bestrahlte EBV-
transformierte B-Zelllinien (TUBO, E4181324) oder mononukledre Zellen Verwendung,
die im HLA-Phanotyp, insbesondere HLA-Klasse Il Antigenen, zu den Antigenen des
Patienten bzw. des Spenders gematched waren. Zehn der 43 HCMV-spezifischen T-
Zell-Klone/-Linien des Patienten stammten vom Tag 188 nach KMT, 33 wurden aus
PBL vom Tag 325 nach KMT expandiert. 53,5 % (23/43) zeigten eine Erkennung von
Glykoprotein gH. Drel T-Zell-Klone/-Linien (6,9 %) stammten von Tag 188 nach KMT
(Nr. 1.5, 1.7, 1.14), 20 (48,8 %) von Tag 325 nach KMT (3.5, 3.9, 3.10, 3.15, 3.18, 3.23,
3.27, 3.29, 3.36, 345, 348, 349, 353, 354, 356, 3.58, 359, 4.3, 48, 4.13).
Desweiteren zeigten bel der Testung 9,3% (4/43) der T-Zell-Klone/-Linien eine
Spezifitédt fur das Glykoprotein gB. Drei davon, ndmlich Nr. 1.3, 1.10 und 1.17
stammten aus PBL frih nach KMT (Tag +188), ein/e Klon/Linie (Nr. 4.12) von PBL
spat nach KMT (Tag +325) In der Abbildung 2 a und b sind T-Zell-Klone/-Linien 1.5
und 3.10 des Empfangers M. W. 188 und 325 Tage nach KMT als Beispiel fur T-Zell-
Reaktivitéat gegen die genannten spezifischen Proteine dargestellt. Die Werte sind as
Median- bzw. Mittelwerte des Tritiumeinbaus in cpm angegeben. Abbildung 2 a der
Stimulationsversuche zeigt das Ergebnis fur den/die Glykoprotein gH-spezifischen T-
Z€el-Klon/-Linie 1.5 von Empféanger M. W., Abbildung 2 b T-Z€ll-Klon/-Linie 3.10 von
M. W. Die Abbildung 3 zeigt die Reaktivitét eines/r solchen gB-spezifischen T-Zell-
Klong/-Linie. Die Zellklone/-Linien Nr. 3.11 und 4.3, von Tag 325 nach KMT
stammend, waren sowohl gH-, as auch pp65-spezifisch (Abbildung 4). Zell-Klon/Linie
Nr. 1.8 (188 Tage nach KMT) zeigte nur pp65-Spezifitét.
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14 der 43 HCMV-spezifischen T-Zell-Klone/Zellinien (1.4, 1.13, 1.16, 3.4, 3.7, 3.13,
3.16, 3.26, 3.28, 3.33, 3.35, 3.42, 3.47, 4.6; 32,6 %) konnten durch den Einsatz der
sieben rekombinanten HCMV-Proteine in ihrer genauen Antigenspezifitét nicht néher
charakterisiert werden. Keiner der HCMV -spezifischen T-Zell-Klone/-Linien zeigte eine
proliferative Antwort auf Stimulation mit den anderen eingesetzten HCMV -Proteinen
IE1, IE2, pp150, p52.

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der getesteten T-Zell-Klone/-Linien, die mit den sieben
verschieden rekombinanten HCMV-Proteinen stimuliert wurden und mit gH-, gB-
und/oder  pp65-Proteinen  proliferierten.  Als  positive  Reaktion  wurden
Stimulationsindices von > 2 angesehen. gH-, gB- und/oder pp65-spezifische Zellen sind
in der Tabelle hervorgehoben.
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Tabelle 5: *H-Thymidineinbau der T-Zell-Klonen/-Linien des Empféangers M. W. nach
Stimulation mit rekombinanten HCMV-Proteinen (gH, gB, pp65) unter
Verwendung von bestrahlten, autologen, mononukledren Zellen als APC.
[cpm] = counts per minute

Bezeichnung der gH 9B pp65 Negativ- Stimulations-
T-Z€ll- m [cpm] [cpm] kontrolle | index (Sl) der Spezifitat
Klone/Linien [ep P P [cpm] reaktiven Zellen

1.3 802 6130 680 772 7,9 gB
14 590 877 573 596 - keine
15 2043 416 556 648 3,2 gH
1.7 4698 623 1421 456 10,3 gH
18 620 457 2169 599 3,6 pp65
1.10 660 2307 536 552 4,2 gB
1.13 646 394 495 537 - keine
114 6926 627 605 644 10,8 gH
1.16 120 822 137 520 - keine
117 375 8574 369 600 15,0 gB
3.4 661 511 585 486 - keine
35 4638 430 573 448 10,4 gH
3.7 412 471 490 284 - keine
39 2132 285 539 322 6,6 gH
3.10 5094 320 499 361 14,1 gH
311 3357 558 2361 376 8,9/6,3 gH/pp65
3.13 492 543 491 442 - keine
3.15 2131 434 584 385 55 gH
3.16 630 389 389 433 - keine
3.18 4117 366 417 478 8,6 gH
3.23 2273 410 451 437 5,2 gH
3.26 755 357 803 419 - keine
3.27 1136 507 400 455 25 gH
3.28 517 526 422 408 - keine
3.29 1026 426 401 497 2,1 gH
3.33 641 415 474 480 - keine
3.35 604 409 559 443 - keine
3.36 4667 288 389 307 15,2 gH
3.42 530 254 314 407 - keine
345 1384 361 770 494 2,8 gH
3.47 585 609 552 447 - keine
348 2038 565 420 562 3,6 gH
3.49 1344 415 379 489 2,7 gH
3.53 6750 486 353 593 114 gH
3.54 1254 455 398 360 3,5 gH
3.56 1412 651 403 479 29 gH
3.58 1867 390 580 195 9,6 gH
3.59 1936 500 529 466 4,2 gH
4.3 1472 595 4331 590 2,5/7,3 gH/pp65
4.6 408 380 444 409 - keine
4.8 1039 366 482 427 2,4 gH
4.12 436 2047 483 421 4,9 gB
4.13 1037 414 526 415 2,5 gH
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Abb. 2: Proliferative Aktivitat (*H-Thymidineinbau) der T-Zell-Klone 1.5 (188 Tage nach
KMT, a) und 3.10 (325 Tage nach KMT, b) des Empfangers M. W. nach
Stimulation mit HCMV -spezifischen den rekombinanten Proteinen gB, gH, pp65,
ppl50, IE1, IE2, p52) und Kontrollen (pExStu, BacLys, HFF, PHA, IL-2,
Medium RPMI 1640) sowie autologen PBL als antigenprasentierende Zellen.
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Abb.3: Proliferative Response (*H-Thymidineinbau) der Glykoprotein gB spezifischen
T-Zdl-Linie 4.12 (Tag 325 nach KMT) nach Stimulation mit HCMV-
spezifischen rekombinanten Proteinen (gB, gH, pp65, ppl50, IEL, IE2, p52) und
deren Kontrollantigenen (pEXStu, BacViLysat, HFF, PHA, IL-2, RPMI-
Medium)
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Abb. 4: Proliferative Response (*H-Thymidineinbau) der Glykoprotein gH und pp65
spezifischen T-Zell-Linie 3.11 (Tag 325 nach KMT) nach Stimulation mit
HCMYV -spezifischen rekombinanten Proteinen (gB, gH, pp65, ppl50, IEL,
IE2, p52) und deren Kontrollantigenen (pEX Stu, BacViLysat, HFF, PHA,
IL-2, RPMI-Medium)
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Bel sechs der ef T-Zell-Klone/-Linien des KMT-Spenders M. E. konnten
Proliferationen auf Stimulation mit HCMV-Gesamtantigen nicht genauer mit den
eingesetzten rekombinanten HCMV-Proteinen gB, gH, IEL, IE2, pp65, ppl50 oder p52

spezifiziert werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

4.2.2. Charakterisierung der HLA-Restriktion der HCMV-Gesamtantigen
reaktiven T-Zell-Klone/-Linien

Um herauszufinden, welche HLA-Restriktion die HCMV-Antigen reaktiven T-
Zellkulturen aufwiesen, wurden allogene Stimulatorzellen mit differentieller Expression
der HLA-Klasse Il Antigene des KM T-SpendersEmpféangers eingesetzt. Dazu dienten
bestrahlte (30 Gy) EBV-transformierte B-Zelllinien (TUBO: HLA-DRB1*1104/1201,

E4181324: HLA-DRB1* 1502 homozygot). Folgende V ersuche wurden durchgefihrt:

a  Stimulation von 14 T-Zell-Klonen/-Linien mit HCMV-Gesamtantigen unter
Einsatz der EBV-transformierten B-Zelllinie (TUBO) als antigenprasentierende
Zellen

b) Stimulation von 14 T-Zel-Klonen/-Linien mit HCMV-Gesamtantigen unter
Einsatz der EBV-transformierten B-Zelllinie (E4181324)

Von den 14 eingesetzten T-Zell-Klonen/-Linien (Nr. 1.5, 1.7, 1.14, 3.5, 3.9, 3.10, 3.11,

3.15, 3.18, 3.23, 3.36, 3.53, 4.8, 4.13) proliferierten funf (Nr. 1.5, 1.14, 3.5, 3.10, 3.23;

35,7 %) nur auf Stimulation mit der HLA-DRB1*1104/1201 heterozygoten B-Zelllinie

und HCMV-Gesamtantigen. T-Zell-Klon/-Linie 1.7 zeigte proliferative Aktivitat auf

Stimulation mit der HLA-DRB1*1502-exprimierenden B-Zelllinie und HCMYV-

Gesamtantigen. T-Zell-Klon/-Linie 3.11. zeigte Proliferationen auf Stimulation mit

beiden B-Zelllinien (HLA-DRB*1104/1201 und HLA-DRB*1502). Sieben Klone (3.9,

315, 318, 336, 353, 4.8, 413, 50%) zeigten keinerlel Reaktion. Die

Proliferationsdaten der T-Zellklone/-Linien auf Stimulation mit HLA-DRB1* 1502- oder

HLA-DRB1*1104- exprimierenden Zellen und HCMV-Gesamtantigen sind in Tabelle 6

aufgezeigt. HFF stellt die Stimulation mit der Negativkontrolle zu HCMV dar. Als

positive Reaktion wurden Stimulationsindices von > 2 gewertet. Sie sind in der Tabelle

hervorgehoben.
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Tabelle 6: Proliferative Aktivitdt von HCMV-spezifischen T-Zellklonen/-Linien auf
Stimulation mit HCMV-Gesamtantigen und den EBV-transformierten B-
Zellen E4181324 (HLA-DRB1*1502 homozygot) und TUBO (HLA-

DRB1*1104/1201) as APC

Bez. der Klone Genotyp der HCMV- HFF Stimulations-
d E'm fAnoers Stimulator - Gesamtantigen | (Negativkontrolle) index (S1)
' ptang zellen HLA-DRB1* [cpm] [cpm]

15 1502 1358 1194 1,1
15 1104/1201 2639 1230 2,1
17 1502 3474 1251 2,8
17 1104/1201 2182 1500 15
1.14 1502 1668 1221 14
114 1104/1201 2362 1198 2,0
35 1502 2029 1379 15
35 1104/1201 2179 1006 2,2
3.9 1502 1867 1202 1,6
3.9 1104/1201 1017 1002 1,0
3.10 1502 1512 1440 1,1
3.10 1104/1201 3612 1038 3,5
311 1502 3021 1334 23
311 1104/1201 4330 1455 3,0
3.15 1502 1124 728 15
3.15 1104/1201 1250 888 14
3.18 1502 1409 1205 1,2
3.18 1104/1201 1211 904 13
3.23 1502 1586 1165 14
3.23 1104/1201 2664 1132 24
3.36 1502 903 815 11
3.36 1104/1201 1663 1135 15
3.53 1502 1174 907 1,3
3.53 1104/1201 1094 1120 1,0
4.8 1502 1034 1020 1,0
4.8 1104/1201 1134 1188 1,0
4,13 1502 1351 904 15
4.13 1104/1201 1553 1356 1,1
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Zu den selben Bedingungen wie im vorhergehenden Test fand die Stimulation von den
14 gH-spezifischen T-Zell-Klonen/-Linien (Nr. 1.5, 1.7, 1.14, 3.5, 3.9, 3.10, 3.11, 3.15,
3.18, 3.23, 3.36, 3.53, 4.8, 4.13; 50 %) mit gH-Protein unter alternativer Verwendung
der EBV-transformierten B-Zelllinien TUBO bzw. E4181324 als antigenprasentierende
Zellen zur Bestimmung der HLA-Restriktion statt. Bel diesem Versuch poliferierten
sieben T-Zellklone/-Linien (Nr. 1.5, 1.14, 3.5, 3.9, 3.10, 3.36, 4.13) auf Stimulation mit

der HLA-DRB1*1104/1204 heterozygoten B-Zelllinie und gH-Glykoprotein sowie drei
T-Zellklone/-Linien (Nr. 1.7, 3.18, 3.23; 21,4%) auf Stimulation mit der HLA-
DRB1*1502 exprimierenden B-Zelllinie und gH-Glykoprotein. Die T-Zellkultur 3.11
proliferierte auf Stimulation beider B-Zelllinien. Die T-Zellkulturen 3.15, 3.53 und 4.8
wiesen keine Proliferationen auf. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Stimulationsindices> 1,5 wurden a's positive Reaktionen gewertet.

Mit Hilfe von PBL mehrerer HLA-typisierter gesunder allogener Spender, die mit dem
KMT-Empfanger M. W. sowie dessen Spender M. E. nicht oder nur in spezifischen
HLA-Merkmalen Ubereinstimmten und aus dem HLA-typisierten Panel-Pool (3.1.4.)
der Sektion Transplantation und Immunhé&matologie, Med. Klinik [I, Tubingen
stammiten, wurde die HLA-Restriktion der gH spezifischen T-Zell-Klone/-Linien weiter
spezi-fiziert. Die Zellen aus diesem Panel-Pool wurden nach Bestrahlung und Zugabe
von gH as antigenprasentierende Zellen verwendet. In diesem Versuch fanden elf der
24 gH-spezifischen T-Zell-Klone/-Linien (1.5, 3.10, 3.11, 3.15, 3.18, 3.23, 3.36, 3.49,
3.53, 3.58 und 4.8) Verwendung. Die restlichen 13 gH-spezifischen T-Zell-Klone/-

Linien konnten nicht untersucht werden, da zu wenig Zellen vorhanden waren.
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Tabelle 7: Proliferative Aktivitét von T-Zellklonen/-Linien des KM T-Empféngers auf
Stimulation mit rekombinantem gH-Protein und EBV-transformierten B-
Zellen E4181324 (HLA-DRB1*1502 homozygot) und TUBO (HLA-
DRB1*1104/1201) als APC.

Genotyp d. gH Negativ Stimulationsindex
Bez. der Klone | Stimulator-zellen [cpm] kontrolle zu gH (sh)
HLA-DRB* [cpm]
15 1502 1548 1604 10
15 1104/1201 2745 1221 2,2
1.7 1502 4013 1596 25
1.7 1104/1201 2023 1649 12
1.14 1502 1483 1636 09
1.14 1104/1201 3354 1107 3,0
35 1502 1440 1076 1,3
35 1104/1201 2632 885 3,0
3.9 1502 1421 1528 0,9
39 1104/1201 1516 971 1,6
3.10 1502 1556 1768 09
3.10 1104/1201 4970 887 5,6
311 1502 3035 1883 16
311 1104/1201 2530 1467 17
3.15 1502 923 1066 09
3.15 1104/1201 911 1068 09
3.18 1502 1748 1095 16
3.18 1104/1201 1146 1142 1,0
3.23 1502 1729 1116 15
3.23 1104/1201 1556 1100 14
3.36 1502 826 1043 0,8
3.36 1104/1201 2173 1078 2,0
3.53 1502 1020 1100 09
3.53 1104/1201 1009 1146 09
4.8 1502 976 1134 0,9
4.8 1104/1201 1075 1040 1,0
413 1502 888 1043 09
4.13 1104/1201 1897 1119 17
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Vom Patienten M. W. konnten drei gH-spezifische Klone/Linien in ihren
Restriktionselementen weiter charakterisiert werden: die T-Zellkulturen 1.5, 3.11, 3.49
erkannten gH-Protein mit einer HLA-DRB1*1104/-DQB1*0301-Restriktion. Die T-
Zellkulturen 3.18 und 3.23 erkannten das gH-Protein im Unterschied zu vorherigen
Versuchen mit einer HLA-DRB1*1104/-DQB1*0301-Restriktion. Funf T-Zellkulturen
(3.10, 3.15, 3.58, 3.36, 4.8) ergaben kein eindeutiges Ergebnis. Die T-Zellkultur 3.53
wiesin diesem Versuch keine Proliferationen auf.

Die drei HLA-DRB1*-1104 restringierten T-Zellklone/-Linien des Empfangers M. W.
wiesen in ihrer Reaktivitét gegen gH Kreuzreaktionen zu den verwandten HLA-Allelen
DRB1*11041 sowie 11011 auf. Zum Teil kam es jedoch bei nicht verwandten HLA-
Allelen zu Kreuzreaktionen. Tabelle 8 =zeigt die Proliferationsdaten enes-r
ausgewahlten T-Zell-Klong/-Linie (3.49) auf Stimulation mit gH und verschiedenen
Panelzellen. Die hervorgehobenen Werte zeigen Proliferation des/der T-Zellklong/-Linie
nach Stimulation mit gH-Glykoprotein und HLA-DRB1/-DQ unterschiedlich
exprimierenden APC's an. Ein Stimulationsindex > 4,0 zeigt spezifische T-
Zéllproliferationen.

Die T-Zell-Klone/-Linien des Spenders M. E. konnten wegen allgemein schlechter Pro-
liferation nicht mehr genauer auf ihre HLA-Restriktion Uberprift werden. Bei
Versuchen zur Feststellung der HCMV-Resktivitét wurden die bereits in den anderen
Assays verwendeten EBV-transformierten B-Zelllinien TUBO: HLA-DRB1*1104/1201
und E4181324: HLA-DRB1* 1502 verwendet. Dabel fiel auf, dass vier (82512BK1, -3, -
5, 82554BK5) der elf T-Zell-Klone/-Linien auf Stimulation mit HCMV -Gesamtantigen
und den HLA-DRB1*1104/1201-positiven heterozygoten EBV-B-TUBO-Zellen als
APC proliferierten und drel Linien (82512BK2, 82554BK2, 82268BN1) sowohl auf
Stimulation mit der HLA-DRB1*1502-positiven B-Zelllinie E4181324 als auch auf
Stimulation der HLA-DRB1*1104/1201-positiven B-Zelllinie TUBO gegenuber gH-
Protein Wachstum zeigten. Vier T-Zell-Klone/-Linien (82512BK 4, 82554BK1, -4 und
82597BN4) wiesen keine Proliferation auf (Tabelle 4).
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Tabelle 8: Proliferation der T-Zelllinie 3.49 des Empféngers M. W. auf Stimulation mit
gH-Protein und Verwendung allogener PBL mit unterschiedlichen HLA-
DRB1- und HLA-DQB1 Genotypen als antigenprasentierende Zellen

HL A-Genotyp HLA-Genotyp gH [cpm] Negativ-
Nr. des der stimul. der stimul. (stimulieren- kontrolle | Stimulations-
Klons Panelzellen Panelzellen des Antigen) [cpm] zu index (SI)
(DRB1*) (DQB1*) gH
3.49 0403/1104x 0301/0302 1716 236 7,3
3.49 0103/1201 0301/0501 128 88 15
3.49 0701/09012 02x/0303x 145 109 1,3
3.49 1501/07x 0602/03032 271 116 2,3
3.49 0701/09012 02x/0303x 342 95 3,6
3.49 1501/11041 0301/0602 2321 156 14,9
3.49 1401/0801 05031/0402 1748 1432 1,2
3.49 0101/1601x 0501/0601x 132 101 1,3
3.49 0404/1301 03032/0603 184 115 1,6
3.49 0401x/11011 0302/0301 1600 98 16,3
3.49 0103/1201 0501/0301 108 97 11
3.49 0701/0401 02x/0302 873 199 4.4
3.49 0701/09012 0201/03032 145 106 14
3.49 0401/ 0302/x 3757 1996 19
3.49 1501/03011 0201/0602 557 115 4,8
3.49 1302/0802x 0604/0402 214 98 22
3.49 0701/0101 03032/0501 678 314 22
3.49 1501/0403 0602/x 631 135 47
3.49 1302/0408 0605x/0301 142 121 1,2
3.49 0301x/0101 0201/0501 125 108 1,2
3.49 0801/x 0201/0402 1064 492 2,2
4.2.3. Spezifizierung der HCMV-Antigenreaktivitdit der etablierten

Klone/Linien mit Fragmentproteinen von gH und synthetischen
Peptiden

Zur weiteren Spezifizierung der HCMV-Antigenreaktivitdt der Klone/Linien standen

vier klonierte Fragmente des Proteins gH von HCMV zur Verfligung.

(3) pAP86  As 15- 142
(b) pPN86  As142- 358
(c) pSN86  As278- 508
(d) pNH86  As508- 743
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Die Tellsticke waren as Fusions-/Fragmentproteine mit [3-Galaktosidaseresten
exprimiert und danach spezifisch aufgereinigt worden [7]. Abbildung 5 zeigt eine
schematische Darstellung der verwendeten rekombinanten [>-Galactosidase
Fusionsproteine (pAP86, pPN86, pSN86, pNH86) des Glykoproteins gH, ihre
Aminosaurepositionen und Aminosauresequenziberlappungen. Die Zahlen geben die
ersten und letzten Aminosaurepositionen eines jeden Fusionsproteins an [7].

Fur die Testung der Fragmentspezifitét kamen elf der gH-Protein spezifischen T-Zell-
Linien/Klone zum Einsatz (Nr. 1.5, 1.7, 3.5, 3.9, 3.10, 3.11, 3.15, 3.18, 3.23, 3.36,
4.13). Diese ef T-Zel-Klone/-Linien wurden in nachfolgenden Untersuchungen mit
verschiedenen gH-Fusionsproteinen (pAP86, pPN86, pSN86 oder pNH86) und
HLADRB1*1104- oder HLADRB1* 1502-positiven allogenen PBL als Stimulatorzellen
aus dem Panel gesunder Personen der Sektion fir Transplantationsimmunologie und
Immunhamatologie der Medizinischen Klinik I, Ttbingen, getestet.

Tabelle 9 zeigt die getesteten T-Zell-Klone/-Linien und deren Reaktivitét in [cpm] nach
Stimulation mit den gH-Fusionsproteinen. Da mit dem gH-Fusionsprotein pNH86 bei
keiner T-Zellkultur eine Reaktion zu beobachten war, wurden die Daten in der Tabelle

nicht aufgenommen. Positive Werte sind in der Tabelle hervorgehoben.

gH

1 743

15 142 278 508

[ — I
AP86 SN86
142 358 508 743
[ I
PN86 NH86

Abb. 5. Glykoprotein gH (hellgrauer Baken): Positionen der eingesetzten p-
Galactosidase Fusionsproteine (AP86, PN86, SN86, NH86, dunkelgraue
Balken). Die Zahlen geben die jeweils esten und letzten
Aminosaurepositionen jedes Fusionsproteins an.
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Tabelle 9: Proliferative Aktivitat der gH-spezifischen T-Zellklone/-linien des KMT-
Empfangers M. W. mit den stimulierenden gH-Fusionsproteinen (pAP86,
pSN86, pPN86) und Kontrollantigen (RGalROS)

Bezeichnung Kontrolle HLA-DR*-Typ
pAP86 pSN86 pPN86 der eingesetzten
der T-Zell- (RGalRos) X
Klongl-Linie [cpm] [cpm] [cpm] [cpm] Stimulator zellen
(1104 oder 1502)
15 541 749 755 535 1104
1.7 6454 229 265 193 1502
35 1909 4081 4878 1768 1104
3.9 426 647 875 566 1104
3.10 537 3805 4651 570 1104
3.11 1451 4036 4720 2097 1104
3.15 814 1217 1736 445 1104
3.18 156 153 381 173 1104 ?/1502 ?
3.23 1012 1321 1951 1198 1104
3.36 183 2062 2557 189 1104
4.13 509 1820 2120 700 1104

Von den ef im Proliferationsassay eingesetzten T-Zell-Linien/-Klonen proliferierten
sechs (3.5, 3.10, 3.11, 3.15, 3.36, 4.13) (54,5 %) mit den sich im Aminosaurebereich
278 - 358 Uberlappenden Fusionsproteinen pPN86 und pSN86 und mit den HLA-
DRB1*1104-positiven allogenen PBL als Stimulatorzellen. Eine T-Zell-Linie/Klon
(Nr.1.7) zeigte Spezifitét fur das Fusionsprotein pAP86 bei Vorhandensein von
HLADRB1* 1502-Stimulatorzellen. Vier T-Zellkulturen (27 %) liessen sich mit keinem
der Fusionsproteine stimulieren (1.5, 3.9, 3.18, 3.23), obwohl es bei diesen in
vorhergehenden Versuchen zu T-Zell-Proliferationen mit Glykoprotein gH und
unspezifischer Stimulation mit IL-2 gekommen war. T-Zell-Klon/-Linie 3.18 hatte zwar
mit autologen PBL eine HCMV-Spezifitdt gezeigt, war aber mit alogenen
Stimulatorzellen nicht weiter analysierbar, da die HLA-Restriktion nicht eindeutig
festgestellt werden konnte.

Abbildung 6 zeigt die Reaktivitét der T-Zelllinie 3.10 des KMT-Empfangers M. W.
nach 48 Stunden Inkubation mit Glykoprotein gH, jeweils einem der vier gH-
Fusionsproteine (pAP86, pSN86, pPN86 pNH86) und den entsprechenden Negativ-
Kontrollantigenen (BacViLysat, RGaAROS) mit den Stimulatorzellen (HLA-
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DRB1*1104). Die Werte sind wiederum as Median- bzw. Mittelwerte des °H-
Tritiumeinbaus in cpm angegeben.

In Abbildung 7 wird die Reaktivitét des/r T-Zell-Klong/-Linie Nr. 1.7 des Empfangers
M. W. Tag 188 nach KMT und 48 Stunden Stimulation mit gH- und gH-Fusions-
proteinen sowie entsprechenden Negativ-Kontrollantigenen gezeigt. Die Zellen
proliferierten auf Prasentation von gH-Proteinen durch HLA-DRB1*1502-positive

Stimulatorzellen.
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Abb. 6: Proliferative Aktivitat der T-Zell-Linie 3.10 des KMT-Empfangers M. W. auf
Stimulation mit gH, gH-Fusionsproteinen (pNH86, pPN86, pSN86, pAP86) und
Kontrollantigenen (RGalROS, BacVilLysat) bei Verwendung von HLA-
DRB1*1104-Stimulatorzellen.
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Abb. 7: Proliferative Antwort der T-Zell-Linie 1.7 des KMT-Empfénger M. W. auf

Stimulation mit Glykoprotein gH und gH-Fusionsproteinen (pNH86, pPN86,

pSN86, pAP86) sowie Kontrollen (RGalROS, BacVilLysat) bel Verwendung
von HLA-DRB1* 1502-Stimulatorzellen.
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4.2.4. Epitopmapping der T-Zellklone/-Linien mit Spezifitat for
pPN86 und pSN86 gH-Fragmentproteine

Die Charakterisierung der genauen Epitop-Spezifitat der pPN86 und pSN86 T-Zell-
Klone/-Linien (3.5, 3.10, 3.11, 3.36) wurde mit Hilfe synthetischer Peptide
durchgefiihrt. Die T-Zellkulturen 1.5 und 3.9 wurden trotz der niedrigen
Stimulationswerte in den Testungen mit gH-Fragmentproteinen nochmals eingesetzt.
Aus der Aminosaureiiberlappung der beiden Fragmentproteine konnte geschlossen
werden, dass ein 81 Aminosaure langer Bereich zwischen Position 278 — 358 des gH-
Proteins die relevante Epitopspezifitét enthalten musste. Es wurden daher 16 - 19mere
Peptide korrespondierend zu dieser Region hergestellt, die sich in der Regel um neun
Aminosauren Uberlappten. Mit diesen synthetischen Peptiden wurden die vier (3.5, 3.10,
3.11, 3.36) pPN86- und pSN86-spezifische T-Zell-Klone/-Linien sowie die gH-
spezifischen Linien 1.5 und 3.9 stimuliert und auf proliferative Reaktivitét getestet. Die
Klone/Linien 3.5, 3.10, 3.11, 3.9 und 1.5 zeigten eine spezifische Proliferation nur nach
Inkubation mit den Peptiden gH15 und gH16. T-Zell-Klon/-Linie 3.36 proliferierte auf
keines der eingesetzten gH-Peptide. In Tabelle 10 sind die Ergebnisse der Stimulation
mit den Peptiden gH15 und gH16 fir die verschiedenen Klone/Linien gezeigt. Die
dicken Zahlen zeigen positive Proliferationen an. T-Zell-Klone/-Linien 3.15 und 4.13
konnten mangels Zellen nicht mehr fir Versuche eingesetzt werden. Die Abbildungen 8
und 9 zeigen beispielhaft die Reaktivitat der Klone/Linien 3.9 und 3.11 nach Inkubation
mit allen getesteten gH-Peptiden (gH14 — 23), Fusionsproteinen (pSN86, pPN86),
HCMV-Gesamtantigen und verschiedenen Kontrollen (RGalROS, HK116/4, Zellen
ohne Antigen, IL-2, Medium).
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Tabelle 10: Proliferative Aktivitéat [com] der T-Zellklone/-Linien des Empfangers
M. W. nach Stimulierung mit den Glykoprotein gH-spezifischen Peptiden
gH15 und gH16 sowie dem Kontrollantigen (GalROS). APC bedeuten

antigenprasentierende Zellen

HK116/4

Kontrollantigen HLA-DRB1*-
Nr.der kione | 915 gH 10 BGAROS | Genotyp der
[cpm] APC
1.5 1704 1136 509 1104
35 3053 2165 1336 1104
3.9 3384 1583 577 1104
3.10 4635 2264 1283 1104
311 5293 3470 1679 1104
3.36 343 374 288 1104
gH23
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ol O Mitiewert
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E gH16
E oy
b gHL4
E AGAROS %
S Fapses
.% ]

HCMV-Ag

Zellen ohne Antigen
I-2

o]
I

500

0

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000 6500 7000

Abb. 8: Proliferative Response der T-Zell-Linie 3.9 des KMT-Empfangers M. W. nach
Stimulation
Fusionsproteinen pSN86, pPN86 und Kontrollen (3GalROS, HK116/4, Zellen
ohne Antigen, IL-2, Medium) sowie autologen PBL als antigenprésentierende

Zdlen
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Abb. 9: Proliferative Response der T-Zell-Linie 3.11 des KMT-Patient M. W. nach
Stimulation mit gH-Peptiden 14 - 23, pSN86, pPN86, HCMV -Gesamtantigen
und Kontrollantigenen (BGalROS, HK116/4, Zellen ohne Antigen, IL-2,
Medium) sowie autologen antigenprasentierenden PBL.

Das gH 15-Peptid umfasst den As-Bereich 274 - 292 EKHELLVLVKKAQLNRHSY,
gH 16-Peptid den Bereich As 284 - 302 KAQLNRHSYLKDSDFLDAA.

Eine Uberlappung beider Peptide findet sich in der neun Aminosiure langen Sequenz
KAQLNRHSY (As 284 - 292), die durch Unterstreichung ersichtlich ist. Die fir eine

mogliche Bindung an HLA-DRB1* 1104 als besonders relevant erachteten Aminosauren
der Peptide gH15 und gH16 sind hervorgehoben. Nach F. A. W. Verreck et al. (1996)
und Rammensee et a. (1999) missen Peptiden bestimmte Aminosaurebedingungen
genugen, um an HLA-DRB1*1104 binden zu konnen. Tabelle 11 zeigt die
experimentell und Uber Computerprogramme vorhergesagten Ankerpositionen und die
damit verbundenen Aminosaurebedingungen fur die Bindung von Nonameren an HLA-
DRB1*1104 sowie einen Vergleich moglicher Ankerpositionen in den Peptiden gH 15
und 16.
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Tabelle 11: Vergleich von Ankerpositionen in bekannten HLADR1* 1104 bindenden
Peptiden und den Peptiden gH 15 und 16

Anker-Positionen i i+3 i+5 i+8
Peptide mit nach-
gewiesener | TYAroPhObeAS v v | Al R K.V | SA,GR,Q
. I,L,V,
Bindung

] L (278) L (281) | K (283) Q (286)
P(274 - 292) gH15 L (279) V(282) | K (284) L (287)
P(284-302) gH16| A (285) N (288) | H(290) L (293)

Das Peptid gH15 weist zwel mogliche, um eine Aminoséure verschobene Epitope auf,
die an HLA-DRB1*1104 nach den bekannten Bindungskriterien assoziieren konnten.
gH16 zeigt in der mit gH 15 Uberlappenden Sequenz nur einen Teil dieser Epitope, in
der Ubrigen Sequenz keine eindeutigte for HLA-DRB1*1104 relevanten
Ankerpositionen. Dies erklart wahrscheinlich die im Vergleich zu gH15 geringere

Stimul ationskapazitét.

4.3. Ergebnisse der FACS-Untersuchung

Eine FACS-Anayse zur immunphanotypischen Charakteriserung der 20 gH-
spezifischen T-Zell-Klone/-Linien wurde durchgefihrt. Vier der gH-spezifischen Zell-
Klone/-Linien standen auf Grund eingeschrankter Expansion in vitro fur weitere
Versuche nicht mehr zur Verfigung. Bel der Analyse von Oberflachenmolekilen der T-
Zell-Klone/-Linien mit dem FACS konnte gezeigt werden, dass es sich fast
ausschliefllich um CD4"-T-Zell-Klone/-Linien (Nr. 3.4, 3.5, 3.9, 3.10, 3.11, 3.15, 3.18,
3.23, 3.27, 3.29, 3.33, 3.36, 3.48, 3.49, 3.54, 3.56, 3.58, 3.59, 4.8) handelte (95%). Nur
einer (Nr. 3.53) der 20 T-Zell-Klone/-Linien exprimierte CD8". Die monoklonaen
Antikorper W6/32.HL (gegen schwere Kette von HLA-ABC Antigen), OKT3 (anti-
CD3, algemeiner T-Zellmarker) und WT31 (anti-TCRall3, T-Zellrezeptor-Nachweis)
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zeigten, dass es sich bel allen untersuchten T-Zell-Kulturen des Patienten um reife o/f

TCR*

T -Zellen handelte. Abbildung 10 zeigt beispielhaft die Histogramme der T-Zell-
Klone/Linien 3.10 und 3.15 eine Oberflachenexpression der T-Zellantigene CD3 und

CD4, nicht aber von CD8.
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Abb. 10: FACS-Untersuchung der T-Zellklone 3.10 (a) und 3.15. (b) W6/32.HL
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Diskussion

5. Diskussion

In der vorliegenden Dissertation wurden HCMV -spezifische CD4"T-Zell-Klone/-Linien
aus PBL eines knochenmarktransplantierten HCMV-seropositiven Patienten zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten nach KMT generiert. Sie sollten Aufschluss Uber die
HCMYV -proteinspezifische Immunantwort und Epitoperkennung zu verschiedenen
Zeitpunkten nach KMT im Vergleich zu entsprechend etablierten T-Zellkulturen des
KMT-Spender geben. Dabel wurde versucht Epitopspezifitéten sowie MHC-Restriktion
der HCMV -spezifischen T-Zellen zu erfassen.

5.1. HCMV-spezifische T-Zell-Klone/-Linien

Die T-Zell-Klone/-Linien wurden aus dem Blut des Patienten M. W. nach KMT, nach
etablierten Methoden gezogen [80]. Dabei wurden die T-Zellen zu Beginn (Priming)
und bel der Grenzwertverdinnung (Limiting dilution) mit autologen PBL des Patienten
M. W. als spezifische Stimulatorzellen (APC’s) sensibilisiert bzw. restimuliert. Spater
wurden unspezifische, HCMV-negative und bestrahlte PBL aus dem Pool von gesunden
Spendern der Medizinischen Klinik als APC’ s verwendet.

Fur eine strikte autologe Expansion der T-Zell-Klone standen nicht ausreichende
Mengen an PBL des KMT-Empfangers M. W. zur Verfigung, so dass auch HLA-
gematchte bzw. gepoolte alogene Zellen als Stimulatorzellen bzw. Feederzellen
eingesetzt werden mussten. Dies bedeutet, dass eventuell auftretende Selektionsartefakte
der T-Zellen in vitro nicht ausgeschlossen werden kénnen.

Es konnte jedoch mehrfach gezeigt werden, dass die auf diese Weise gewonnenen T-
Z€llklone ihre Antigenspezifitédt beibehielten [20,98,102,105]. Einen teilweisen Ausweg
aus der bekannten Problematik hétte die Kultivierung einer autologen, EBV-
transformierten B-Zelllinie bieten konnen.

Allgemein werden durch die jeweiligen Kulturbedingungen T-Zellklone vermutlich
artefiziell selektioniert. Sie représentieren bel optimalen Bedingungen nur beschrénkt

die gesamte Breite der T-Zell-Immunantwort gegen ein spezifisches Antigen im Blut.
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Van Binnendijk et al. (1989) berichteten, dass die T-Zellkultivierung und Selektion
vermutlich auch durch die Art der jeweiligen APC's beeinflusst wird [111]. So
beschrieben sie, dass CD4" zytotoxische T-Zellen nur erhalten werden, wenn
Monozyten, nicht aber B-Zellen als APC und Feederzellen Verwendung fanden.

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Glycin-extrahierte HCMV-Gesamtantigen
von den mit dem Laborstamm AD169 infizierten humanen Vorhautfibroblasten wurde
von Frau Dr. rer. nat. H. Krause (Med. Klinik 1I, Ttbingen) nach dem Protokoll von
Waner et al. hergestellt [117]. Bei den anschliessend durchgefihrten Kontroll-versuchen
kam es bei alen getesteten HCMV-positiven gesunden Spendern im Gegensatz zu
seronegativen Spendern bel mehreren Experimenten zu einer positiven proliferativen
Antwort auf dieses Antigen, im Gegensatz zu Versuchen mit den Partikeln (NIEPS,
Dense Bodies und Virionen) oder aufgereinigten Virionen. Bei nicht-infizierten
Fibroblasten (als Negativ-Kontroll-Antigen) kam es zu keiner Stimulation der PBL der
seropositiven Spender. Dieses Ergebnis stimmt mit anderen Publikationen tberein [97].
Krause et al. wie auch Reusser et a. gehen deshalb davon aus, dass ein effektiver und
spezifischer Nachweis der proliferativen T-Zellantwort mit dem von ihnen im
Laborstamm AD169 produzierten HCMV -Gesamtantigen maoglich ist [58,97].

Vom Spender M. E. standen 16 T-Zell-Klone/-Linien aus einer unabhangigen
Kultivierung durch Frau Dr. rer. nat. H. Krause entsprechend den oben genannten
Bedingungen zur Verfiigung. Diese T-Zellkulturen waren in ihrer Spezifitét nicht weiter

charakterisiert worden.

Vom Patienten konnten 20 T-Zell-Klone/-Linien von Tag 188 nach KMT und 62 T-
Z€ell-Klone/-Linien von Tag 325 nach KMT generiert werden. Wegen unzureichender
Expansionsfahigkeit liessen sich nur an 43 der 82 generierten T-Zell-Klone/-Linien (10
frih d. h. 188 Tage, 33 spat d. h. 325 Tage nach KMT) weitergehende Studien
durchfiihren. Die geringere Expansion verschiedener T-Zellklone/-Linien kénnte durch
T-Zellalterung in vitro und damit verbundene fehlende weitere Proliferationskapazitét
verursacht worden sein. 42 (97,6 %) der 43 getesteten T-Zell-Klone/-Linien (Nr. 1.3,
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14,15,1.7, 1.8, 1.10, 1.13, 1.14, 1.17, 3.4, 35, 3.7, 3.9, 3.10, 3.11, 3.13, 3.15, 3.16,
3.18, 3.23, 3.26, 3.27, 3.28, 3.29, 3.33, 3.35, 3.36, 3.42, 3.45, 3.47, 3.48, 3.49, 3.53,
3.54, 3.56, 3.58, 3.59, 4.3, 4.6, 4.8, 4.12, 4.13) zeigten durch proliferative Reaktionen
eindeutige Spezifitat fur HCMV -Gesamtantigen.

Die Fahigkeit der Zellen von Tag 188 nach allogener KMT zur Proliferation schien im
Vergleich zur Proliferationskapazitét der T-Zellen von Tag 325 nach KMT algemein
erniedrigt zu sein. So waren T-Zellen von Tag 188 in vitro deutlich schlechter zu
expandieren als T-Zellen aus PBL von Tag 325 nach KMT. Grund hierfur kénnte eine
erniedrigte Produktion und Reaktion auf IL-2, Prozesse der Anergie und vorzeitige
Alterung von T-Zellen in der ersten Phase nach KMT sein [4]. So liessen sich auch bel
einem Tell der T-Zelkulturen des Empféangers erniedrigte Proliferationen auf
Stimulation mit Mitogen oder IL-2 ersehen. Wahrscheinlich lasst sich dadurch auch die
erhaltene geringere Anzahl an T-Zellklonen/-Linien von Tag 188 erklaren. Wéhrend die
Regeneration der Reaktion auf Stimulation mit PHA fir T-Zellen von sechs Monaten
[77,119] bis zu einem Jahr [73] nach KMT dauern soll, scheint sich die Proliferation der
T-Zellen auf Inkubation mit 1L-2 nach KMT schneller zu rekonstituieren und haufig
nach Tag 100 der KMT ein normales Niveau zu erreichen [4]. Beim untersuchten
Patienten waren erniedrigte PHA- und |L-2-Stimulationswerte an den unklonierten PBL

allerdings sowohl am Tag 188 als auch am Tag 325 nach KMT noch feststellbar.

Sieben (Nr. 82512BK1 82512BK2, 82515BK3, 82512BK5, 82554BK2, 82554BK5,
82268BN1) der elf T-Zell-Klone/-Linien (63,6 %) des Spenders M. E. proliferierten auf
Stimulation mit HCMV-Gesamtantigen und IL-2, vier T-Zelkulturen (82512BK4,
82554BK 1, 82554BK 4, 82597BN4; 36,4 %) wiesen keine Proliferation auf. Das ex-vivo
Durchschnittsalter der T-Zell-Klone/-Linien war hier 40- 48 Tage. Grund dafur konnte
eine T-Zellalterung in vitro und eine fehlende weitere Proliferationskapazitat gewesen
sein.

Ursachlich  konnten T-Zell-Klone/-Linien ohne jegliche HCMYV-spezifische
Proliferation durch die nicht-spezifische Stimulation und Expansion mit Poolzellen auch

mit Restriktion fr andere Antigenspezifitéten selektioniert worden sein.
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Mittels der oben angewandten Methodik konnten vor allen HCMV -spezifische CD4" T-
Z€ell-Klone/-Linien gewonnen werden. 19 (3.4, 3.5, 3.9, 3.10, 3.11, 3.15, 3.18, 3.23,
3.27, 3.29, 3.33, 3.36, 3.48, 3.49, 3.54, 3.56, 3.58, 3.59, 4.8) von 20 T-Zell-Klonen/-
Linien des Patienten M. W. erwiesen sich in der FACS-Analyse ds CD3'CD4'CDS.
Ein Klon (3.53) erwies sich als CD3"CD4 CD8" T-Zell-Klon.

Ob es sich bei den CD3"CD4'CD8 T-Zéell-Klonen/Linien um CD4"-zytotoxische Zellen
handelt, wie in anderen Arbeitsgruppen schon mehrfach festgestellt wurde, konnte mit
einem Zytotoxizitatsassay geklart werden [47,53,64,71,86]. Krause und Holocher
wiesen mittels eines Zytotoxizitatsassays nach Lichtenfels et al. pp65-spezifische HLA
DRB1*0301 restringierte CD4" T-Zellklone nach, die in vitro gezogen worden waren
[46,58,63].

Die T-Zdl-Klone/-Linien des KMT-Spenders konnten wegen ungeniigendem

Zellmaterial nicht mehr in eine FACS-Analyse miteinbezogen werden.

5.2. Beurteilung der Klonalitat untersuchter T-Zell-Klone/-Linien

Die Klonalitét von 18 Patienten- und sechs Spender-T-Zellklonen/-Linien wurden nach
Abschluss des experimentellen Teils dieser Promotionsarbeit, in der Dissertation von
Frau Dr. M. U. Feurle (Medizinische Universitdtsklinik Tubingen) durch T-
Z€llrezeptoranalysen untersucht [34].

Von den sechs Spender T-Zellkulturen erwiesen sich zwel als T-Zellklone mit jewells
einer TCR a-Kette und einer TCR B-Kette. Drel T-Zellkulturen besassen zwel oder
mehr a- und/oder B-Ketten, deshalb wurde hier von Klongemischen ausgegangen. Bei
einem/r T-Zell-Klon/-Linie liess sich mit den verwendeten Primern keine bekannte a-
Kette amplifizieren und somit nicht festgestellen, ob es sich um einen T-Zell-Klon
handelte. Von den 18 Patientenproben die der T-Zellrezeptoranalyse unterzogen
wurden, stammten sechs (Nr. 1.3, 1.5, 1.7, 1.13, 1.10, 1.17) vom Tag 188 nach KMT
und 12 (Nr. 3.4, 3.5, 3.9, 3.10, 3.11, 3.28, 3.30, 3.45, 3.53, 3.58, 3.59, 4.12) vom Tag
325 nach KMT. Die T-Zellkulturen 1.3, 1.10, 1.13, 1.17 und 3.30 konnten als T-Z&ll-
Klone identifiziert werden. Zehn Empfanger T-Zellklone/-Linien (1.5, 1.7, 3.4, 3.5, 3.9,
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3.10, 3.11, 3.28, 3.58, 4.12) besassen zwei oder mehr a- und/oder B-Ketten, so dass hier
von Klongemischen ausgegangen wurde. Bei den T-Zell-Klonen/-Linien 3.45, 3.53 und
3.59 konnte keine bekannte a-Kette amplifiziert werden.

Die beschrankte Klonalitdt der T-Zellkulturen war durch die angewandte Limiting-
Dilution Technik zu erkldren, bei der bei Verdinnungen von 4,5 x 10° Zellen/ml,
45 x 10% Zellen/ml und 4,5 x 10* Zellen/ml mehrere anwachsende Zellen pro Well
erwartet werden mussten. Dadurch bedingt konnten Klongemische generiert worden

sain.

5.3. Charakterisierung der Antigenspezifitat der HCMV-
reaktiven T-Zell-Klone/-Linien

5.3.1. HLA-Restriktion

Die gH-spezifischen T-Zell-Klone/-Linien des Patienten M. W. wurden auf ihre HLA-
Restriktion hin untersucht. M. W. und sein HLA-identischer Knochenmarkspender M.
E. besal3en den HLA-Phanotyp A2, A24, B7, B13, Cw6, Cw7 sowie DRB1*1502,
DRB1*1104, DQB1*0301, DQB1*06011, DPB1*0201x, DPB1*0401.

Die HLA-Restriktion der gH-spezifischen CD4 positiven T-Zell-Klone/-Linien und des
CD8 positiven T-Zell-Klong/-Linie 3.53, wurde in Proliferationsassays mit EBV-
transformierten B-Zdllinien (TUBO: HLA-DRB1*1104/1201 und E4181324:
HLADRB1*1502) sowie APC's aus einem Panel HLA-typisierter Spender untersucht.
Funf der 14 (1.5, 1.14, 3.5, 3.10, 3.23) untersuchten T-Zell-Klone/-Linie waren
DRB1*1104 und DQB1* 0301 restringiert, einer (1.7) wies eine HLA-DRB1*1502
Restriktion auf. T-Zellkultur 3.11 proliferierte auf Stimulation mit Zellen, die entweder
DRB1*1502 oder *1104 aufwiesen, sieben T-Zell-Klone/-Linien (3.9, 3.15, 3.18, 3.36,
3.53, 4.8, 4.13) reagierten bei keinem der Versuchsansitze, eine Proliferation auf
Stimulation mit IL-2 war jedoch wie bel alen anderen bei diesem Versuch eingesetzten
T-Zéell-Klonen/-Linien festzustellen. Ottenhoff et al. sowie Pawelec et al. berichteten
Uber alloreaktive wie auch virusspezifische CD4" T-Zellreaktionen, die eine Dominanz
der HLA-DR- Uber der HLA-DQ-Restriktion aufwiesen [78,81]. Gehrz et a. fanden bei

69



Diskussion

HCMYV -spezifischen CD4" T-Zellklonen heraus, dass diese zu 70 % eine HLA-DR und
nur zu 15 % eine HLA-DQ oder HLA-DP Restriktion aufwiesen [37]. Ottenhoff et al.
und Celis et al. berichten tiber Mycobacterium leprae spezifische CD4'T-Zellen und
Rabies Viren spezifische T-Zellklone, die vor allem HLA-DR-restringiert waren
[15,78]. Be FACS-Analysen mit T-Zelllinien waren mehr as 90% der T-Zellen
CD3'CD4'CDS8’, desweiteren zeigte sich bei Erkennung von HCMV-Antigen eine
Dominanz von HLA-DR gegentiber -DQ und —DP [7]. Liu et al. (1993) stellten bei
Experimenten mit HCMV ebenfalls eine vorherrschende DR-Restriktion bel gH-
spezifischen T-Zellklonen fest [65]. Curtsinger et a (1994) beschrieben in einer Studie
Unterschiede zwischen verschiedenen Individuen in der Immunantwort gegen gB in
Abhangigkeit vom HLA-Klasse Il Phanotyp [19]. Die B- und T-Immunantwort war hier
mit bestimmten HLA-DR-Phanotypen assoziiert. Dies fuhrte je nach HLA-DR Phénotyp
zu sogenannten ,, high respondern® und ,,low respondern” in der T-Zell-Immunantwort
gegen gB.

Die Uberwiegende DR-Restriktion der T-Helferzellen kdnnte im Zusammenhang mit der
quantitativ starkeren Expression der DR-Molekile stehen. Mdglicherweise spiegelt das

die besondere Bedeutung der DR-Restriktion fur die Immunantwort wider.

T-Zell-Klon/-Linie 3.53 war in der FACS-Anayse CD3'CD8'CD4, bei der TCR
Rezeptoranalyse konnte keine Aussage Uber die Klonalitdt gemacht werden. Eine T-
Zélproliferation mit HCMV-Gesamtantigen und Glykoprotein gH fand statt.

Die HLA-Restriktion der Spender T-Zell-Klone/-Linien konnte aufgrund zu geringer

Proliferation der Zellen sowie mangels weiterer Proben nicht néher charakterisiert

werden.
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5.3.2. Reaktivitat mit spezifischem HCMV-Protein

Die 43 ausgewdhlten T-Zell-Klone/-Linien des Patienten M. W. wurden zur
Charakterisierung ihrer HCMV-Antigenspezifitét mit insgesamt sieben zur Verfligung
stehenden rekombinanten HCMV-Proteinen (gB, gH, IE1, IE2, pp65, ppl50, p52)
getestet. 23 der 43 T-Zell-Klone/-Linien (55,8 %) proliferierten auf Stimulation mit gH-
Protein, davon drei T-Zell-Klone/-Linien (1.5, 1.7, 1.14) des Empféngers aus der friihen
Blutabnahme nach KMT (Tag 188) und 20 T-Zell-Klone/Linien (3.5, 3.9, 3.10, 3.15,
3.18, 3.23, 3.27, 3.29, 3.36, 3.45, 3.48, 3.49, 3.53, 3.54, 3.56, 3.58, 3.59, 4.3, 4.8, 4.13)
von Tag 325 nach KMT. Vier T-Zell-Klone/-Linien (9,3 %) proliferierten auf
Inkubation mit gB-Protein, drei (1.3, 1.10, 1.17) von Tag 188 nach KMT und eine T-
Zéll-Linie (4.12) am Tag 325 nach KMT. Zwei T-Zellkulturen proliferierten mit gH-
und pp65-Protein (3.11, 4.3 Tag 325 nach KMT) und eine T-Zell-Linie auf pp65-Protein
(1.8 Tag 188 nach KMT).

Bel der in vitro Stimulation war das Glykoprotein gH das stérkste Stimulans. Da die T-
Zellen mit dem Gesamt—-HCMV Antigen expandiert wurden und dieses einen hohen
Anteil an gH-Glykoprotein enthdt, konnte das der Grund fur die dominierende
Expansion von gH sein. Dagegen spricht jedoch, dass die gleiche Antigenpréparation
bei Krause (1996) und Holocher (1998) zur dominanten Expansion von pp65 reaktiven
T-Zellkulturen gefuhrt hat [46,58]. Auch Beninga et a. (1995) erhielten bei gleichem
Versuchsaufbau eine deutlich stéarkere Proliferation mit Glykoprotein gB [8]. Da die
jeweiligen Spender in ihren HLA-Klasse || Genotypen verschieden waren, kénnte dies
darauf hindeuten, dass die HLA-Klasse Il restringierte T-Zellantwort gegen HCMV in
ihrer Dominanz gegen spezifische virale Proteine vom HLA-Klasse |1 Typ abhangt.
Spezifische T-Zellantworten gegen Envelope Glykoproteine wie gH und gB sind nicht
ungewohnlich. Sie wurden unter anderem bel Influenza Virus und HI-Virus beobachtet
[8]. Dass Glykoprotein gB eine T-Zellantwort hervorrufen kann, stellten auch Liu et al.
(1993) fest [65]. Beninga et al. (1996) analysierten finf HCMV -seropositive Personen
und konnten bei den in vitro gegen HCMV-Gesamtantigen etablierten T-Zelllinien eine
Glykoprotein gH-spezfische T-Helfer-Zellantwort feststellen [7]. Nach Beninga et al.

(1995) lassen sich bei den meisten gesunden Personen in der Persistenz der HCMV-
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Infektion CD4'T-Zellantworten auf Stimulation mit den HCMV-Proteinen pp65, gB
und gH nachweisen [8].

Die Proliferation auf pp65-Tegument-Protein stimmt mit publizierten in vitro
Ergebnissen an gesunden Personen Uberein [113]. Es wurde festgestellt, dass das pp65-
Protein eine dem Gesamtvirusantigen entsprechende T-Zell-Proliferationsantwort
erreichte und dabei bei allen getesteten in vitro gegen HCMV -Gesamtantigen etablierten

T-Zé€lllinien aller getesteten seropositiven Personen zur Proliferation fuhrte. [8].

Bel 13 T-Zell-Klonen/-Linien (1.4, 1.13, 3.4, 3.7, 3.13, 3.16, 3.26, 3.28, 3.33, 3.35,
3.42, 3.47, 4.6) wurde keine Spezifitdt fir eines der sieben eingesetzten Proteine
ermittelt. Es konnten hier andere HCMV -Proteine relevant sein, die in dieser Arbeit

nicht verwendet wurden.

Sechs (82512BK 2, 82512BK 3, 82512BK5, 82554BK 2, 82554BK 5, 82268BN1) der elf
getesteten T-Zell-Klone/-Linien des Spenders M. E. reagierten nur auf das HCMV-
Gesamtantigen, jedoch nicht auf eines der in dieser Studie eingesetzten sieben

spezifischen HCMV-Proteine.

Die T-Zell-Klone/-Linien, die keine Spezifitdt fur eines der im Test eingesetzten
rekombinanten Proteine (pp150, p52, Immediate Early 1, Immediate Early 2) aufwiesen,
waren moglicherweise gegentiber einem der anderen 200 bekannten HCMV-Proteine

reaktiv, diein dieser Arbeit als Proteine nicht zur Verfiigung standen [16].

5.3.3. Charakterisierung der Epitopspezifitat der etablierten T-Zell-Klone/-
Linien

Fur Untersuchungen zur genaueren Epitopspezifitat der T-Zell-Klone/-Linien wurden
vier rekombinante Fragmentproteine (pAP86, pPN86, pSN86, pNH86) von gH
eingesetzt, die die Aminosiuresequenz Position 264 bis 372 mit teilweiser Uberlappung
reprasentierten. EIf (1.5, 1.7., 3.5, 3.9, 3.10, 3.11, 3.15, 3.18, 3.23, 3.36, 4.13) T-Zell-

Klone/-Linien wurden mit gH-Protein oder jeweils einem der vier gH-Fusionsproteine
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und APC's mit Expression von HLA-DRB1*1101/1104- oder HLA-DRB1*1502
stimuliert.

Sechs (54,5 %) der untersuchten T-Zell-Linien/-Klone (Nr. 3.5, 3.10, 3.11, 3.15, 3.36,
4.13) proliferierten mit den sich im Aminosdurebereich 278 - 358 Uberlappenden
Fusionsproteinen pPN86 und pSN86 und mit APC's (HLA-DRB1*1101/1104) als
Stimulatorzellen. Nur eine T-Zell-Linie (Nr. 1.7) zeigte eine andere Spezifitdt und zwar
fUr das Fusionsprotein pAP86 mit Restriktion fur HLA-DRB1* 1502-Stimulatorzellen.
Vier T-Zellkulturen (27 %) liessen sich trotz offensichtlich ausreichender Proliferation
auf 1L-2 und Mitogen mit keinem der Fragmentproteine stimulieren (Nr. 1.5, 3.9, 3.18,
3.23).

Beninga et a. (1995, 1996) berichteten Uber T-Zellproliferationen mit den
Fusionsproteinen pAP86, pSN86 und pPN86 und Restriktion fur HLA-DRI11 in
gesunden, latent HCMYV infizierten Personen [7,8].

Vier (Nr. 3.5, 3.10, 3.11, 3.36) pSN86- und pPN86-spezifischen T-Zell-Klone/-Linien
sowie die T-Zell-Kulturen 1.5 und 3.9 wurden zur genaueren Eingrenzung ihrer Epitop-
Spezifitat mit gH-Peptiden getestet. Eine Uberlappung im Aminosaurebereich 278 - 358
der Fragmentproteine pSN86 und pPN86, liess den Schlu® zu, dass die sechs T-
Zelkulturen, die sowohl Reaktivitdt gegen pSN86 als auch pPN86 gezeigt hatten,
Spezifitdt for ein Peptid des Uberlappenden Aminosdurebereiches dieser beiden
Fragmentprotei ne aufwei sen konnte.

Eine Bindungsvorhersage fir Peptide des 81 Aminosduren langen Bereichs von
Glykoprotein gH mit Assoziation an HLA-DRB1*1104-Molekile orientierte sich an den
von Verreck et a. (1996) sowie von Rammensee et a. (1999) definierten
Ankerpositionen (4.2.4.) [88,114].

Die Peptide gH14 - gH23 (As 264 - 372) der beiden Fragmentproteine pSN86 und
pPN86 wurden nun zur weiteren Epitopeingrenzung bei weiteren Versuchen eingesetzt.
Funf der sechs eingesetzten T-Zell-Klone/-Linien (1.5, 3.5, 3.9, 3.10, 3.11) proliferierten
mit den Peptiden gH15- und gH16 (As 274 - 292 und 284 - 302). Ein T-Zell-Klon (3.36)
proliferierte auf keines der eingesetzten Peptide. Aus den Ergebnissen lasst sich
schliessen, dass das Epitop fur die DRB1* 1104 restringierten gH-spezifischen T-Zellen
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den neun Aminosduren umfassenden Bereich LLVLVKKAQ (AS 278 - 286) von gH15
darstellt, der sich zum Teil Uberlappend auch in gH16 findet. Beninga et a. (1996)
stellten fest, dass sich die immundominanten Doméanen vom gH-Glykoprotein
offensichtlich in der mittleren Molekilregion zwischen den Aminosauren 284 und 510
befinden. Dies konnte darauf hindeuten, dass die CD4" T-Zell-Antwort gegen
Glykoprotein gH des HCMV dominant gegen dieses spezielle Epitop gerichtet ist [7].
Der Bereich AS 278 — 286 entspricht in etwa den Angaben von Verreck et a. (1996),
die be anderen HLA-DRB1*1104-restringierten  Proteinen  entsprechende
Ankerpositionen gefunden hatten (4.2.4.) [114]. Moglicherweise existiert ein weiteres
Epitop fur die Bindung an DRB1*1104 in diesem Bereich von gH15, das nur um eine
Aminosaure verschoben ist. Dieses konnte mit Hilfe direkter Bindungsstudien ermittelt

werden.

HCMV-spezifische T-Helfer-Zell-Erkennung beinhaltet die Aufnahme und das
Verarbeiten der viralen Proteine Uber antigenprasentierende Zellen (APC's) und die
Wiederreprasentation viraler Antigene in Verbindung mit HLA-Klasse-11-Molekilen
[57]. Die MHC-Klasse-ll préasentierten Peptide besitzen im allgemeinen keine feste
Lange, im Gegensatz zu den MHC-Klasse-I restringierten Peptiden, die meist aus neun
Aminosauren bestehen. Nach Chicz et al. (1993) wurde fur 201 natlrlich prozessierte
Peptide fur MHC-Klasse-Il eine durchschnittliche Lange von 13 - 17 Aminosduren
angegeben [17]. Dabel besass das kirzeste Peptid zehn, das langste Peptid 30
Aminosauren. Somit lasst sich annehmen, dass die Gesamtlange der prozessierten
Peptide nicht mit der Epitoplange Ubereinstimmt. Stern et al. (1994) konnten diese
Annahme durch Rontgenstrukturanalysen von HLA-DRB1*0101 mit einem Influenza
A-Peptid beziehungsweise von HLA-DRB1*0301 mit einem Clip-Peptid bestétigen, da
beide Peptide jeweils Uber die MHC-Bindungstasche herausragten [107]. Die ersten
HLA-MHC Klasse Il Peptid-Bindungsmotive wurden fur HLA-DR1 und HLA-DR4
gefunden [41,42,50]. Rammensee et al. (1995) beschrieb eine Vielzahl von
Bindungsmotiven vor alem fir HLA-DR-Allele, wobel im Vergleich in dem schon

zuvor gefundenen Klasse I-Motiven, die Langenvariabilitdt und die degenerierte
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Spezifitdt der Ankerpositionen die exakte Definition bestimmter Ankerstrukturen fir
MHC-Klasse Il erschwerte [89].
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6. Zusammenfassung

Nach Knochenmark- oder peripherer Stammzell-Transplantation sind Patienten durch
Infektionen mit Bakterien, Viren und Pilzen besonders geféhrdet. Das humane
Cytomegalievirus (HCMV) stellt immer noch eine der Hauptursachen fir die
Erkrankungen und Todesféle nach allogener Knochenmark-/Stammzelltransplantation
dar. Frihzeitige Diagnostik einer Cytomegalie-Reaktivierung nach Transplantation und
medikamenttse antivirale Therapie sind allgemeine Massnahmen, die ergriffen werden.
Weitere Bestrebungen fir eine Wiederherstellung einer normalen schiitzenden Immun-
antwort, wie bel gesunden seropositiven Personen, sollten erfolgen.

In dieser Arbeit sollten ein KMT Empfanger im Vergleich zu seinem Spender auf
Vorkommen von T-Zellen mit proliferativer Aktivitdt gegentber HCMV-Protein
untersucht werden. Dazu wurden HCMYV -spezifische T-Zellen und Klone etabliert. Es
fanden zwei Ansdtze zur Klonierung peripherer HCMV-spezifischer Zellen des
Patienten Verwendung, wobel der erste Etablierungsansatz nach Detektion der ersten
proliferativen CD4'T-Zellantwort gegen HCMV 188 Tage nach KMT, der zweite nach
Anstieg der T-Zellantwort gegen HCMV am Tag 325 nach KMT erfolgte. Der Patient
entwickelte kurze Zeit nach KMT zwar eine Viramie (PCR), aber unter antiviraler
Behandlung in dieser Zeit keine HCMV-Erkrankung. Eine FACS-Analyse bestétigte,
dass es sich fast ausschlieflich um CD4 positive spezifische T-Zell-Klone/-Linien
handelte. Die nach den Klonierungsansétzen durchgefihrten Proliferationsassays zeigten
eine hauptsachliche Proliferationsantwort auf die HCMV-Envelope Glykoproteine gH
und gB, wobei es bei den friih nach KMT gezogenen T-Zell-Klonen/-Linien sowohl zu
gB- als auch zu gH-spezifischen T-Zell-Antworten etwa zu gleichen Tellen kam. Bei
den T-Zell-Klonen/-Linien spat nach KMT konnte jedoch hauptsachlich eine gH-
spezifische CD4'T-Zellantwort festgestel It werden.

Es lief3 sich fur das gH Protein ein neun Aminosduren umfassendes Epitop gH16 (AS
278 - 286) definieren, wogegen die meisten gH-spezifischen Klone/Linien dominant
gerichtet zu sein schienen. Fir dieses Epitop wiesen die T-Zellklone/-Linien eine
Restriktion fur DRB1* 1104 auf.
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Die T-Zell-Klone/-Linien des Spenders zeigten in Proliferationsassays meistens
ebenfalls eine HCMV-spezifische Reaktion mit Restriktion fur HLA-DRB1*1104.
Weitere Spezifizierungsversuche mit bekannten HCMV-Proteinen fielen bel allen

eingesetzten Spender-T-Zellen negativ aus.

Die Untersuchungen deuten darauf hin, dass im Unterschied zu friher publizierten
Beobachtungen einer bevorzugten Reaktion von zytotoxischen CD8 T-Zellen gegen das
Matrixprotein pp65 die CD4 T-Zellantwort gegen HCMV dominant auch gegen andere
virale Proteine, wahrscheinlich in Abhangigkeit vom HLA-Klasse Il Genotyp gerichtet

sein kann.
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