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Vorwort

Die vorliegende Arbeit zum Thema ,,Neue Komponenten zur Erforschung der HLA-B18-
restringierten CD8+ T-Zell-Antwort gegen das Epstein-Barr-Virus® beschiftigt sich mit der
Etablierung eines Systems fiir die Analyse der HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort.
Das MHC-Molekil HLA-B18 wird bis heute in der Literatur kontrovers diskutiert und ist
dennoch im Vergleich mit anderen HLA-Molekiilen wenig erforscht. Es wird unter anderem als
ein Pridispositionsfaktor fiir einige Krankheiten diskutiert. Die Idee fiir die Untersuchung der
HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort gegen das Epstein-Barr-Virus wurde durch die
tiberraschenden Ergebnisse der Analyse vom IFNy-ELISPOT mit vorhergesagten Peptiden fiir das
Allel HLA-A*0101 bereits in meiner Diplomarbeit gegeben. Ein Zusammenhang zwischen
HLA-B18 und den positiven Ergebnissen kristallisierte sich bald heraus. Mein grundsétzliches
Interesse an der Entwicklung von individuellen Immuntherapien hat mich auf dieses Thema
gebracht.

Die Daten aus dieser Arbeit und der Diplomarbeit sind noch nicht verdffentlicht worden.

Fir die Unterstiitzung und Ermutigung mochte ich mich ganz herzlich bei meiner Familie

bedanken.

Sigmaringen, 2011
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Neue Komponenten zur Erforschung
der HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort gegen

das Epstein-Barr-Virus

Kurzfassung

EBV fiihrt oft zum Tod von immunsupprimierten Transplantationspatienten oder HIV-
infizierten Personen und ist mit mehreren Tumorerkrankungen assoziiert. Der Einsatz einer
neuen Therapie, der adoptive Transfer von zytotoxischen T-Zellen, ist unter anderem
abhéngig von der individuellen Epitopmuster-modulierenden HLA-Molekiil-Kombination.
Das Arbeitsziel ist eine Grundlage fiir die Untersuchung der HLA-B18-restringierten CD8+
T-Zell-Antwort zu schaffen. Die Analysen umfassen Peptide aus 18 EBV-Antigenen. Im
ELISPOT, darunter im neu etablierten Pool-single peptide-ELISPOT, wurden IFNy-
Antworten gegen multiple Epitopkandidaten, unter anderem gegen das neue Epitop
SESGQFHAF, beobachtet. Um die HLA-BI8-restringierte CD8+ T-Zell-Antwort zu
studieren, wurden geeignete Komponenten, die transfektante Zelllinie K562-B18 und das
HLA-B18-Tetramer, generiert. Das dominante Epitop SELEIKRY und der Epitopkandidat
NEIHVYNDY liegen in funktionellen Proteindoménen. Das Epitop SELEIKRY ruft ex vivo
eine polyfunktionale T-Zell-Antwort hervor. Epitop-spezifische T-Zellen wurden mit dem
HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer detektiert. Der modifizierte Vital-Assay bestitigte die
Zytotoxizitit von SELEIKRY- und SESGQFHAF-spezifischen CD8+ T-Zellen. Die
durchgefiihrten Untersuchungen konnen als Grundlage bei weiterer Erforschung der

HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort helfen.
Schliisselworter:

HLA-B18-Tetramer

transfektante Zelllinie K562-B18
polyklonale T-Zellen
Polyfunktionalitit

Pool-single peptide-IFNy-ELISPOT
Vital-Assay



New components for investigation
of the HLA-B18 restricted CD8+ T cell response

against Epstein-Barr virus

Abstract

EBYV is frequently cause of death of immunosuppressed transplant patients or HIV-infected
persons and is associated with several tumor diseases. The use of a new therapy, the adoptive
transfer of cytotoxic T cells, depends inter alia from the epitope-modulating HLA molecule
combination. The aim of the work is to provide a basis for the investigation of the HLA-B18
restricted CD8+ T cell response. Peptides from 18 EBV antigens were investigated in the
analysis. In the ELISPOT assay, thereunder in the newly established pool-single peptide-
ELISPOT, IFNy-responses to multiple epitope candidates, among others against the new
epitope SESGQFHAF, were observed. Appropriate components, the transfectant cell line
K562-B18 and HLA-B18-tetramer, were generated to study HLA-B18 restricted CD8+ T cell
response. The dominant epitope SELEIKRY and the epitope candidate NEIHVYNDY are
located in functional protein domains. The epitope SELEIKRY elicits ex vivo a polyfunctional
T cell response. Epitope specific T cells were detected with the HLA-B18-SELEKRY-
tetramer. The modified Vital Assay confirmed the cytotoxicity of SELEIKRY- and
SESGQFHAF-specific CD8+ T cells. The performed investigations can assist as basis in
further research of the HLA-B18 restricted CD8+ T cell response.

Keywords:

HLA-B18 tetramer

transfectant cell line K562-B18
polyclonal T cells

polyfunctionality

Pool-single peptide-IFNy-ELISPOT
Vital Assay
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1. Einleitung

1.1 Immunologie der Epstein-Barr-Virus (EBV)-Infektion

1.1.1 Hauptmerkmale des EBV

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) gehort zur Familie der Gammaherpesviren und ist ein
lymphotropes Virus [1]. EBV etabliert nach der Infektion eine lebenslange Persistenz im
Menschen. Der virale Mantel mit vielen viralen Glykoproteinen bildet die dulere Hiille, darunter
befindet sich ein Proteintegument, welches das Nukleokapsid mit der darin enthaltenen viralen
DNA umgibt [1]. Das EBV-Genom besteht aus einer linearen, doppelstringigen DNA von der
multiple Proteine kodiert werden. Die DNA-Sequenz vom EBV-Stamm B95-8 ist 172 kbp lang
[2]. Man unterscheidet zwischen lytischen und latenten Proteinen. Mehr als 95% der gesamten
erwachsenen Bevolkerung sind weltweit mit EBV infiziert [9]. Eine Infektion der Epithelzellen
im Oropharynx fiihrt zur lytischen Phase des Virus und damit verbundener Produktion von
Viruspartikeln [3]. Eine Infektion von ruhenden B-Zellen fiihrt normalerweise zu einer latenten
Phase, in der das Virus in der Zelle persistiert [4]. Obwohl fast ausschlieBlich B-Zellen mit EBV
infiziert werden konnen, konnen auch andere Zellen, wie T-Zellen oder natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) infiziert werden [5,6]. Der Rezeptor fir EBV auf der Oberflaiche von B-Zellen ist
CD21 [7]. Durch die Bindung von dem viralen Glykoprotein gp350 an diesen Rezeptor kann das
EBYV in die B-Zelle eindringen. Als Corezeptor bei der Infektion dient fiir EBV das MHC-Klasse-
II-Molekiil, welches vom viralen Glykoprotein gp42 gebunden wird [8]. Bei der latenten Infektion
unterscheidet man hauptsichlich zwischen drei Latenztypen, genannt Latenz I bis III. Latenz III
wird in EBV-assoziierten lymphoproliferativen Erkrankungen und in in vitro EBV-
transformierten B-Zellen beobachtet [9]. Es wurde auch ein viertes Expressionsmuster bei
B-Zellen, die im peripheren Blut zirkulieren, und in manchen gesunden Triagern detektiert wird
(EBERI1, LMP2A- und gegebenenfalls EBNA1-mRNA), beschrieben [10]. Eine Reihe von
Strategien auf der Seite von EBV einerseits und der des menschlichen Immunsystems andererseits
ermoglicht eine ausgeglichene Co-Existenz in gesunden Trigern. Gerdt das Gleichgewicht
zwischen dem Virus und dem Wirt aufgrund unterschiedlicher Faktoren ins Schwanken, kommt
es zum Ausbruch von Krankheiten. Eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus verlduft in den
meisten Fillen symptomlos und geschieht in der Regel sehr frith in der Kindheit. Der
Hauptiibertragungsweg ist der Speichel [26]. Verzogert sich die Erstinfektion ins jugendliche
Alter oder noch spéter kann das Epstein-Barr-Virus die infektiose Mononukleose hervorrufen
[11]. Die infektiose Mononukleose wird auch Pfeiffersches Driisenfieber genannt. 1889 beschrieb
Pfeiffer die klinischen Symptome der infektiosen Mononukleose. Die Hauptmerkmale dieser

Erkrankung sind unter anderem Fieber, Halsschmerzen und Lymphadenopathie [26].



Hématologisch ist die Erkrankung durch Expansion von CD8+ T-Zellen gekennzeichnet [12].
Unter bestimmten Umstdnden spielt EBV moglicherweise bei der Pathogenese von
Autoimmunkrankheiten eine Rolle [13] und ist mit Tumorerkrankungen wie dem Burkitt-
Lymphom [14], dem Nasopharynxkarzinom (NPC) [15] und dem Hodgkin-Lymphom [16]
assoziiert. EBV verursacht geféhrliche Komplikationen in Form von Lymphoproliferativen
Erkrankungen bei immunsupprimierten Patienten nach Transplantationen [134] und bei Personen
mit einer HIV-Infektion [17]. Sie entstehen aufgrund einer eingeschrankten T-Zell-Funktionalitét.
Solche Lymphome bestehen aus Zellen, welche EBV-trasformierten LCLs dhneln, die virale
Proteine der latenten Phase exprimieren [18,19,20]. Die erste Assoziation des EBV mit einer
malignen Erkrankung kristallisierte sich in den 60ger Jahren heraus. Denis Burkitt untersuchte
intensiv maligne Lymphome bei Kindern in Afrika. 1958 und 1961 verdffentlichte er
Publikationen, die diese maligne Erkrankung ndher beschreiben [21,22]. Epstein, Achong und
Barr konnten 1964 mit Hilfe der Elektronenmikroskopie Virenpartikel in kultivierten

Lymphoblasten aus einem Burkitt Lymphom nachweisen [23].

1.1.2 Latente und lytische Proteine des EBV und ihre Funktionen

Annéhernd 100 Gene werden durch die doppelstringige DNA von EBV kodiert [24]. Wihrend die
meisten Proteine in der lytischen Phase exprimiert werden, beschrinkt sich die Expression der
latenten Phase auf wenige Gene. Dies sind die Proteine EBNA 1, EBNA 2, EBNA 3A, EBNA 3B,
EBNA 3C, EBNA LP, die Membranproteine LMP 1 und LMP 2A, LMP 2B, zwei kleine RNAs
(EBERI1 und EBER2) und Transkripte aus der BamHI-A Region [25]. Thre Funktionen und
Wechselwirkungen werden intensiv erforscht. Die Expression von EBNA-1 ist in EBV-
assoziierten Tumoren nachweisbar und wird flir die Immortalisierung von B-Zellen durch EBV
benotigt [26,27]. Das Protein EBNA-1 bindet an die Sequenz oriP auf dem EBV-Genom und
assoziiert mit mitotischen Chromosomen der Zelle. Dies ermdglicht der EBV-DNA sich wéhrend
der Zellteilung zu erhalten [28,29,30]. EBNA-2 wird ebenfalls fiir die Transformation von
B-Zellen benétigt [31,32]. EBNA-2 reguliert die Expression von viralen Proteinen, wie dem
LMP-1 [33] und induziert die Expression von zelluldren Proteinen, darunter CD23 und c-myc
[34,35]. EBNA2 interagiert mit zelluldiren Proteinen, wie CBF1 (C-promoter binding factor 1)
[36]. 1989 zeigte man, dass Zellen durch eine Deletion im Gen fiir ein weiteres latentes Protein,
das EBNALP, nur in Anwesenheit von Feederzellen immortalisiert werden koénnen [37]. Wenn
Zelllinien etabliert waren, gab es keinen signifikanten Unterschied im Wachstum von Zellen, die
mit der Wildtyp- oder der deletierten Form des Gens transformiert worden sind [38]. Das Protein
EBNA-LP bindet an eine Reihe von zelluldren Proteinen, wie p53, Retinoblastomprotein (Rb)
oder Hitzeschockprotein 70 [39,40]. Die EBNA3-Proteine regulieren die Expression von viralen
und einigen zelluldren Genen. Man unterscheidet bei den EBNA3-Proteinen, zwischen EBNA3A,



EBNA3B und EBNA3C. EBNA3a und EBNA3C werden fiir die Immortalisierung von B-Zellen
benotigt [41,42]. EBNA-3C induziert die Expression von CD21 und verstédrkt die Expression von
LMP [43,44], EBNA3B verstérkt die Expression von Vimentin und die Expression von CD40 auf
der Zelloberflache [45]. LMP1 wird ebenfalls wie EBNAT1 bei latenter und lytischer Infektion von
B-Zellen exprimiert [46,47]. LMP1 wird fur die Transformation von B-Zellen durch EBV
benotigt [48]. Das Protein LMP1 ist mit dem Zytoskelett der Zelle durch eine TRAF-
interagierende Doméne assoziiert und besitzt Transmembrandoménen, die in den ,,Lipid Rafts* in
der Membran der Zelle verankert sind [49]. LMP1 imitiert eine konstitutiv aktivierte Form von
CD40 [50]. CD40 gehort zur Tumor Nekrosefaktor (TNF) Rezeptorfamilie und das virale
funktionelle Homolog hat mehrere anti-apoptotische Effekte. LMP1 induziert die Expression von
A20, Mcl-1 (myeloid cell leukemia) und Bcl-2 [51,52,53]. Eine alternative Splice-Form des
Proteins BARFO, die RK-BARFO, bewirkt die Induktion der Expression von LMP1 [54]. Ein
weiteres Mebranprotein, das nicht fiir die Transformation von B-Zellen benétigt wird, ist LMP2
[55]. Es werden zwei Formen von LMP2 in EBV-infizierten B-Zellen exprimiert, das LMP-2A
und das LMP-2B [56]. Die Reaktivierung von EBV in latent infizierten B-Zellen wird durch
LMP2 verhindert. Eine Kreuzvernetzung von Immunglobulin auf der Oberfliche von EBV-
transformierten LCLs, in der Abwesenheit von LMP2 (Deletionsmutante), kann die lytische
Replikation von EBV induzieren. Die Expression von LMP2A blockiert diesen Effekt [57]. In
latent infizierten EBV-transformierten B-Zellen werden zwei polyadenylierte, nicht translatierte
RNAs (EBER 1, EBER 2) exprimiert. Beide RNAs sind nicht notwendig fiir die Transformation
von B-Zellen [58]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Transfektion mit den EBER-RNAs
die Expression von IL-10 heraufreguliert [59]. Eine Publikation aus dem Jahr 2005 schreibt den
beiden EBERs eine wichtige Rolle bei effizienter Transformation von B-Zellen zu [60]. Der
grofite Anteil von Genen wird in der lytischen Phase exprimiert. Sie werden in ,,late* (L)-, ,,early*
(E)- und ,,immediate-early (IE)-Gene klassifiziert [177]. Die L-Gene kodieren Strukturproteine
des Virus. Die E-Gene kodieren Proteine, die unter anderem fiir die DNA-Replikation wichtig
sind. Die IE-Gene regulieren hauptsichlich die Genexpression im Virus [177]. Die IE-Proteine
BZLF1 und BRLFI1 aktivieren die Transkription von lytischen viralen Genen [61,62]. Die
Interaktion von der Untereinheit p65 aus NF-kB mit BZLF1 verhindert die Fahigkeit von BZLF1
virale Genexpression von einigen EBV-Promotern zu transaktivieren [63]. Die Uberexpression
von p53 verhindert die Fahigkeit von BZLF1 die Induktion von der latenten zur lytischen Phase
einzuleiten [64]. Beispiele fiir E-Proteine sind die virale DNA-Polymerase (BALFS5), ,,DNA
polymerase processivity faktor (BMRF1) und ,,single stranded DNA-binding protein homolog*
(BALF2) [65]. Virale Glykoproteine, Proteine des Nukleokapsids und ein virales Zytokin werden
als L-Proteine klassifiziert [177]. Das Protein, welches durch das Gen BCRF1 kodiert wird, ist

ein Beispiel fiir ein L-Protein. Dieses zeigt eine groBe Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz



mit dem humanen IL-10 [66]. Die Expression von vIL-10 (kodiert von BCRF1) spielt eine Rolle
bei der Transformation von B-Zellen [67]. Die Kenntnis der Funktionen und Interaktionen von
EBV-Proteinen mit humanen Proteinen ist wichtig fiir das Verstdndnis der EBV-assoziierten
Tumorgenese. Latente Proteine spielen eine Rolle bei der Entstehung von EBV-assoziierten
Tumorerkrankungen [68,69,70]. Die Relevanz von lytischen Proteinen fiir Tumorerkrankungen ist
nicht gekldrt. Eine neuere Forschungsarbeit deutet darauf hin, dass das lytische Protein Zta

ebenfalls von Bedeutung sein konnte [148].

1.1.3 Einfluss von viralen Proteinen des EBV auf die Antigen-Priisentation der Zelle

Die Prisentation von Epitopen aus endogen exprimierten Antigenen auf den MHC-Klasse-I-
Molekiilen benétigt die Degradation der Antigene im Cytosol und den Transport von den
erzeugten Peptiden in das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) durch den
TAP1/TAP2 (transporters associated with antigen processing)-Komplex [71,83]. In der ER
assoziieren die durch das Proteasom erzeugten Peptide mit der MHC-Klasse-I schweren Kette und
dem B,-Mikroglobulin. Dieser Komplex wird an die Zelloberfliche transportiert und
zytotoxischen T-Zellen présentiert [72,73]. Das 26S-Proteasom besteht aus einer 20S
proteolytischer Einheit und zwei 19S regulatorischen Einheiten [74]. Das 26S-Proteasom baut
Ubiquitin-markierte Proteine ab. Die Aufkldrung der Mechanismen, die zur Modulation des
Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) durch Viren fiithren, spielt zunehmend eine Rolle beim
Verstdandnis der Phathogenese der assoziierten Erkrankungen [75]. Die Modulation des UPS durch
das Virus hat Einfluss auf Antigen-Prisentation von T-Zell-Epitopen. Nicht zuletzt wurden
Kandidaten fiir Ubiquitin-spezifische Proteasen von EBV identifiziert [76]. Das latente Protein
EBNALI interagiert mit der zelluldren Ubiquitin-spezifischen Protease USP7. EBNA1 bindet die
N-terminale Domédne von USP7 mit einer 10-fach stirkeren Affinitit als p53. EBNA1 konnte
deshalb die Funktion von p53 in vivo durch Kompetition mit USP7 beeinflussen [77]. Aullerdem
konnen EBV-Proteine wie EBNA3C mit zelluliren Ubiquitin-Ligasen interagieren. EBNA3C
rekrutiert den SCF**%-Ubiquitin-Ligase-Komplex, welches die Ubiquitinylierung und
Degradation des zelluldren Proteins Rb vermittelt [78]. Ein weiterer interessanter Aspekt ist die
Funktion des Proteins LMP-1. Einerseits bewirkt dieses Protein eine Heraufregulation des TAP
und der trans-Prasentation von MHC-Klasse-I-restringierten Epitopen in B-Zellen [79],
andererseits kann dieses Protein der eigenen cis-Priasentation auf dem MHC-Klasse-I-Molekiil
entgehen ohne die eigene Féhigkeit der trams-Prasentation von CD8+ T-Zell-Epitopen
einzuschridnken [80]. Beim lytischen Protein BZLF1 konnte man eine Rolle bei dem Protein-
assoziierten ECS (Elongin B/C-Cul2/5-SOCS-box protein)-Ligase-Komplex in der Regulation
von phosphoryliertem p53 wihrend der lytischen Infektion demonstrieren [81]. Fiir das Protein

BILF1, welches ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor ist, konnte gezeigt werden, dass jenes auf



dem exozytotischen und endozytotischen Weg die Prédsentation auf MHC-Klasse-I-Molekiilen
beeinflusst. Dies wiederum beeintrachtigt die Erkennung durch T-Zellen [82]. Auf der anderen
Seite findet man Mechanismen in der Zelle, die den Mechanismen des Virus entgegenwirken. Ein
Beispiel hierfiir ist der Proteasom-abhéngige und TAP-unabhéngige Weg der Antigenpréisentation

[83]. Die Kenntnis solcher Mechanismen kann bei der Entwicklung neuer Therapien helfen.

1.14 Erworbene Immunantwort gegen das EBV

Es ist noch nicht endgiiltig geklért, wie grofl die Rolle der natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
als Teil der angeborenen Immunitét bei der Kontrolle von EBV-Infektionen ist. Das Risiko bei
Patienten an PTLD zu erkranken ist groBer, wenn das Stammzellentransplantat entweder von
T-Zellen oder T-Zellen und NK-Zellen abgereichert ist [84]. Aufgrund der Herabregulation von
HLA-Klasse-I-Molekiilen, spielen vermutlich NK-Zellen eine Rolle bei der Kontrolle der
lytischen Infektion von Zellen [85]. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass EBV durch den
Toll-like-Rezeptor 2 erkannt wird. EBV induziert bei Monozyten die Sekretion von MCP-1
(monocyte chemotactic protein 1) [86]. Viel detaillierteres Wissen existiert tiber die humorale und
zelluldre erworbene Immunantwort gegen das Epstein-Barr-Virus. Die ersten Untersuchungen der
Immunantwort gegen EBV konzentrierten sich auf die Serologie und die zelluldre adaptive
Immunantwort. EBNA-1 IgG ist bei gesunden Trdgern, bei denen die EBV-Infektion langer
zurlick liegt, detektierbar. Bei IM-Patienten sind diese Antikorper nicht detektierbar, erst im
Verlauf von Monaten nach der IM sind diese nachweisbar [87]. Erhohte Werte fiir Antikorper, die
gegen VCA gerichtet sind (serologische Titer fur VCA/IgA), sind mit einem hoéherem Risiko
verbunden an NPC zu erkranken [88]. Bei der akuten infektiosen Mononukleose (IM) werden
atypische Lymphozyten beobachtet, die keine Virus-infizierte B-Zellen sind. Dies fiihrte zu der
Vermutung, dass die zellulire Immunantwort bei der Kontrolle der EBV-Infektion eine grofie
Rolle spielt. Moss et al. zeigte, dass das Wachstum von EBV-transformierten B-Zellen durch
T-Zellen inhibiert wird [89]. Bei IM-Patienten handelt es sich hierbei um eine grof3tenteils stark
expandierte HLA-Klasse-I-restringierte CD8+ T-Zell-Antwort [90,102]. Die CD4+ T-Zell-
Antwort gegen EBV ist nicht so gut erforscht wie die CD8+ T-Zell-Antwort. Es sind weitaus
mehr CD8+ als CD4+ T-Zell-Epitope bekannt [91,177]. CD4+ T-Zell-Antworten gegen einzelne
lytische und latente Antigene, wie BZLF-1, BMLF-1, EBNA-3A und EBNA-1 sind detektiert
worden [92]. Weitere Arbeiten fiihrten zur Identifizierung von CD4+ T-Zell-Epitopen aus EBNA-
und LMP-Proteinen [93]. Aber auch gegen ein L-Protein, das gp340, sind CD4+ T-Zell-
Antworten gefunden worden [94]. Da Tumorerkrankungen HLA-Klasse-I-defizient sein kénnen
[95], werden CD4+ T-Zellen als eine Moglichkeit fiir den adoptiven T-Zell-Transfer nicht aus-
geschlossen [9]. Da EBNAL in den Latenztypen I bis III von EBV exprimiert wird, konzentrieren

sich viele Arbeiten auf die Determination von Epitopen aus diesem Protein [96,97,98].



1.1.4.1  CD8+ T-Zell-Antwort gegen das EBV

Bei IM-Patienten beobachtet man eine Expansion von EBV-spezifischen CD8+ T-Zellen [99].
Zahlreiche Untersuchungen der CD8+ T-Zell-Antwort von IM-Patienten zeigen eine Fiille von
Epitopen [100,101,106]. Individuelle Epitop-spezifischen Populationen in IM-Patienten kdnnen
bei lytischen Antigenen bis 44% der gesamten CD8+ T-Zell-Population betragen. T-Zellen gegen
latente Epitope hingegen konnen 2,2%, bei bestimmten Epitopen bis zu 5% der CD8+ T-Zell-
Population ausmachen [102,113]. Individuelle Epitop-spezifische CD8+ T-Zell-Populationen fiir
lytische Epitope und fiir latente Epitope in gesunden Virus-Tragern sind weit aus geringer [103].
In dlteren gesunden Tragern (iiber 60 Jahre alt) konnen jedoch individuelle EBV-spezifische
Antworten bis zu 14% der CD8+ T-Zellen erreichen [104]. Die ersten Klone fiir Antigen-
spezifische CD8+ T-Zellen gegen lytische Epitope wurden aus entziindeten Gelenken von
Patienten mit rheumatoider Arthritis generiert [105]. Die Screening-Arbeit mit IM-Klonen
enthiillte CD8+ T-Zell-Antworten gegen lytische Antigene, die durch eine Breite von HLA-A, -B
und -C Allelen restringiert sind. Die meisten Antworten konzentrieren sich auf zwei IE-Proteine,
BZLF1 und BRLF1, und wenige Antworten wurden gegen L-Proteine detektiert [106,161,162].
Eine interessante Beobachtung wurde in einer weiteren Arbeit gemacht. Es wurde festgestellt,
dass die Expression von HLA-Klasse-I-Molekiilen auf der Oberfliche der Zelle ab einen
bestimmten Zeitpunkt in der frithen lytischen Phase zu sinken beginnt und bei allen spét-lytischen
Zellen niedrig bleibt [107]. Neure Arbeiten zeigen, dass ein lytisches E-Protein, BNLF2a, die
Prasentation auf HLA-Klasse-I-Molekiilen inhibiert indem es die Funktion des TAP1/TAP2-
Peptid-Transporters blockiert [108]. Fiir latente CD8+ T-Zell-Epitope gilt, dass die T-Zell-
Antworten sich vorzugsweise gegen Epitope aus den Proteinen EBNA 3A, EBNA 3B und
EBNA 3C richten. In bestimmten HLA-Kontext werden auch CD8+ T-Zell-Antworten gegen
Proteine aus LMP 2 und EBNA 2 detektiert. Wenige Antworten werden gegen EBNA LP und
LMP 1 beobachtet [109,110,177]. Gelegentlich ist zu beobachten, dass im bestimmten HLA-
Allel-Kontext ein Epitop aus einem subdominanten Antigen frequent von CD8+ T-Zellen erkannt
werden kann [111]. Erste Untersuchungen am Protein EBNAI1 haben keine CD8+ T-Zell-
Antworten hervorgebracht [109,110]. Es konnte gezeigt werden, dass die interne 250 Aminoséure
grole Glycin-Alanin-Repeat(GAr)-Doméne das Protein EBNA1 vor CD8+ T-Zell-Erkennung
schiitzt [112]. Spitere Arbeiten konnten zeigen, dass im Zusammenhang mit bestimmten
HLA-Allelen, wie dem HLA-B*3501, auch dominante CD8+ T-Zell-Epitope aus EBNAI
detektiert werden [113]. Die Epitope losen IFNy-Antworten aus, und die spezifischen CD8+
T-Zellen schranken das LCL-Wachstum stark ein [114]. Nur bei gesunden Trigern befinden sich
Antigen-spezifische CD8+ T-Zellen gegen lytische und latente Antigene, stirker in den Tonsillen
als im Blut [115,116]. Zusitzlich akkumulieren CD8+ T-Zellen, die gegen latente Epitope

gerichtet sind, stirker in den Tonsillen, als CD8+ T-Zellen, die lytische Epitope erkennen. Dies



korreliert mit einer hoheren Expression von ,,lymphoid homing* Markern CCR7 und CD62L bei
CD8+ T-Zellen im peripheren Blut, die latente Epitope erkennen [116]. In gesunden EBV-
Tréagern ist der Phénotyp der Gedéchtnis-T-Zellen von der Identitit des spezifischen Antigens
abhingig. Daher tendieren hauptsédchlich Epitop-spezifische CD8+ T-Zellen, die gegen lytische
Antigene gerichtet sind, einen Effektor/Geddchtnis-Phianotyp (CCR7- CD45RO+) zu haben.
CD8+ T-Zellen, die gegen latente Epitope gerichtet sind, {iberspannen die Zentral/Gedéchtnis-
und Effektor/Gedéchtnis-Kompartimente (CD45RO+) [117,118,177].

1.1.4.2  Rolle von polyfunktionalen CD8+ T-Zellen

Polyfunktionale T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der Kontrolle von viralen
Infektionen. Besonders die Produktion von IFNy, TNFaq, IL-2, CD107a und MIP-13 durch CD8+
T-Zellen bei Virus-Infektionen werden zunehmend untersucht [129,131,133]. Wihrend einer
Immunantwort induziert die Antigenbindung an den T-Zell-Rezeptor mit Beteiligung von
kostimulierenden Molekiilen die Produktion von Interleukin-2 (IL-2) [120]. 72 Gene in PBMCs,
27 ausschlieBlich in T-Zellen werden durch IL-2 reguliert. IL-2 beeinflusst somit das Wachstum
und die Differenzierung aber auch das Uberleben von Antigen-spezifischen zytotoxischen
T-Zellen. [119,120,121]. IFNy, ein wichtiges Zytokin bei viralen Infektionen, hat
immunoregulatorische Funktionen und Anti-Tumor-Eigenschaften [122] und nimmt Einfluss auf
die Komposition und Funktion des Proteasoms [122,123,124]. CDI107a wird als
Degranulationsmarker verwendet, da gezeigt wurde, dass die Expression von CD107a mit der
lytischen Kapazitidt von zytotoxischen T-Zellen korreliert [125]. Neben direkten cytolytischen
Mechanismen konnen CD8+ T-Zellen auch durch nicht cytolytische Mechanismen mit Hilfe von
IFNy und TNFa eine Virusinfektion kontrollieren [126]. Ein weiteres Beispiel fiir einen nicht
cytolytischen Mechanismus von CD8+ T-Zellen ist unter anderem die Produktion von MIP-1f3
[127]. MIP-1B ist ein CC-Chemokin und als solches ein Attractant fiir eine Reihe von
Immunzellen [128]. Nicht nur in HIV-infizierten Personen [129], sondern auch in
Transplantationspatienten nehmen polyfunktionale T-Zellen Einfluss auf den Verlauf der
Infektion [130]. Eine Publikation aus 2010 suggeriert, dass der Verlust von polyfunktionalen
T-Zellen und ein Anstieg der monofunktionalen HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen mit einer
Progression der Erkrankung, unabhingig von der HLA-Restriktion (HLA-B und HLA-C),
assoziiert ist [131]. Eine Untersuchung von gesunden EBV-Tréigern zeigte, dass T-Zellen, die
gegen EBNA3-6 und lytische Antigene gerichtet sind, eine grofere polyfunktionale T-Zell-
Antwort hervorbringen, gegeniiber von T-Zellen, die gegen LMP1, LMP2 und EBNAI1 gerichtet
sind. Diese zeigten ein defizientes polyfunktionales Profil. Man nimmt deshalb an, dass diese
Unterschiede bei Tumorerkrankungen, wie dem Hodgkin-Lymphom, Einfluss haben koénnten

[132]. Gasser et al. beobachtete, dass der Verlust von polyfunktionalen T-Zellen in HIV-positiven



Transplantationspatienten mit einer Reaktivierung von EBV assoziiert ist [133]. Makedonas et al.
schldgt vor, dass sich die Definition ,,polyfunktional* nicht nur anhand der Anzahl von T-Zell-

Funktionen festlegen sollte [197].

1.2 Immuntherapie bei EBV-assoziierten Erkrankungen

1.2.1 Adoptiver T-Zell-Transfer bei der Posttransplantations-Lymphoproliferativen
Erkrankung

Die Posttransplantations-Lymphoproliferative Erkrankung (PTLD) umfasst ein breites Spektrum
von benignen Erkrankungen mit Vermehrung von Zellen bis hin zu malignen Lymphomen. Sie
tritt  bei  Patienten nach hidmatopoetischer — Stammzelltransplatation (HSCT) oder
Organtransplantationen (SOT) auf [25]. PTLD-Erkrankungen sind mit einer hohen
Sterblichkeitsrate verbunden [134]. Man erkannte, dass diese Erkrankung mit einer Erstinfektion
mit EBV oder der Reaktivierung von EBV im Zusammenhang steht [135]. Dartiber hinaus konnte
man in folgenden Arbeiten die Expression von viralen Genen im Gewebe von Patienten
nachweisen [136]. Viele Faktoren, wie der Grad der Immunsuppression oder die Art des
Transplantats, beeinflussen das Risiko an PTLD zu erkranken [9]. Die Beeintrachtigung der
Funktion von T-Zellen fiihrt zur unkontrollierten EBV-induzierten Vermehrung von B-Zellen.
Durch Reduktion der Immunsuppression kann die Erkrankung bekdmpft werden, jedoch birgt dies
die Gefahr der TransplantatabstoBung [9]. Der adoptive Transfer von zytotoxischen T-Zellen ist
eine neuartige Therapie, die das unkontrollierte Wachstum von EBV-infizierten Zellen
eindampfen soll. Es konnte bereits gezeigt werden, dass der Einsatz von zytotoxischen T-Zellen in
der Behandlung von PTLD-Patienten ein Langzeitgeddchtnis und Schutz vor erneuten
Krankheitsausbriichen bieten kann [137]. Hauptsdchlich CD8+, aber auch CD4+ T-Zellen, sind an
der Kontrolle der EBV-Infektion beteiligt [177]. Dieses Wissen wird beim adoptiven CTL-
Transfer verwendet, um gezielt Virus-infizierte Zellen beim Ausbruch der Krankheit zu
bekdampfen. Ein eingesetztes Protokoll fiir die Generierung von T-Zellen fiir den adoptiven
Transfer verwendet lymphoblastoide Zelllinien (LCLs) [138]. Dabei werden PBMCs mit LCLs
wiederholt stimuliert, um so Antigen-spezifische T-Zellen anzureichern. Die Generierung von
CTLs bei HSCT-Patienten bereitet in der Regel keine Probleme, da die T-Zellen aus den PBMCs
des Donors gewonnen werden konnen. Die Generierung von CTLs im Falle eines SOT-Patienten
nach der Transplantation ist schwieriger, dennoch moglich [139]. Bei Transplantationspatienten,
die anschlieend immunsuppressive Medikamente erhielten, wurde untersucht, ob zytotoxische
T-Zellen auch bereits zur Prophylaxe eingesetzt werden koénnen, um das Risiko vom Ausbruch
einer PTLD-Erkrankung zu minimieren [140]. Eine erst kiirzlich vorgeschlagene Methode zur
Generierung von T-Zellen fiir ein breites Spektrum von latenten Epitopen, ist der Einsatz von

LCLs, die mit Formaldehyd behandelt werden, wodurch unerwiinschte Kontaminationen



minimiert werden, gleichzeitig aber die Generierung von T-Zellen gewéhrleistet wird, die gegen
latente Epitope gerichtet sind [141]. Der groB8e Nachteil bei Generierung von CTLs sind lange
Wartezeiten, die bei akutem Verlauf der Krankheit den rechtzeitigen Einsatz der Therapie
verhindern. Man ist ebenfalls bemiiht neue Strategien flir den akuten Krankheitsverlauf zu
entwickeln, indem man die Antigen-spezifischen T-Zellen mit Hilfe eines IFNy-Catch-Verfahrens
innerhalb von wenigen Tagen gewinnt und dem Patienten verabreichen kann [142,143]. Das
Protokoll fur die Isolierung von Virus-spezifischen T-Zellen aus PBMCs von gesunden
Individuen ist auch am Beispiel vom CMV erprobt worden [144]. Eine alternative Option zu
LCLs fiir eine gezielte Anreicherung von Epitop-spezifischen Zellen gegen EBV ist die
Stimulation mit definierten Epitopen. Der Nachteil dieser Vorgehensweise ist aber, dass diese
T-Zellen ein schmales Spektrum von Epitopen abdecken, und somit Tumorzellen durch bestimmte
Mutationen der viralen DNA der Immunantwort leichter entgehen konnen. Selbst beim adoptiven
Transfer von polyklonalen CTLs konnen solche Mutationen im Virus fatale Folgen haben [145].
Es ist immer noch nicht endgiiltig geklért, in wieweit T-Zellen gegen lytische Antigene beim
Einsatz von adoptiven T-Zell-Transfer beitragen kénnen. Beobachtungen in Tiermodellen lassen
darauf schlieen, dass lytisch infizierte Zellen beim Wachstum von EBV-assoziierten malignen
Tumoren mitwirken konnten [146,147]. Eine neuere Studie zeigte, dass das lytische Protein
BZLF1 die Expression von IL-13 induziert und somit eine Rolle bei EBV-assoziierten
Erkrankungen, wie der PTLD, spielen konnte [148]. Deshalb konnte der Einsatz von T-Zellen, die
gegen EBV-Epitope aus lytischen Antigenen stammen, einen positiven Effekt haben und
Anwendung bei der Behandlung von PTLD finden. Wihrend beim HSCT-Patienten EBV-
spezifische T-Zellen beim Donor leicht zugidnglich sind, ist bei SOT-Patienten die Generierung
von CTLs schwieriger, vor allem dann, wenn der Patient zum Zeitpunkt der Transplantation EBV-
seronegativ ist. Nur eine schnelle Detektion der Infektion bei jungen seronegativen
Transplantationspatienten ermdglicht auch einen schnelleren Beginn einer Therapie.
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Detektion von EBV-spezifischen CTLs in PBMCs ein
verlisslicherer Indikator fiir eine Erstinfektion in Patienten sein kann, als die Detektion von EBV-
spezifischen Antikorpern [149]. Transplantationen, bei den der Spender EBV-Seropositivitidt und
der Patient Seronegativitit aufweist, sind mit einem hoheren Risiko der Entstehung von PTLD
verbunden [150]. Die Entwicklung von Vakzinierungsstrategien mit Proteinen (erwéhnt in [151])
oder mit ausgewdhlten Peptiden, als genau definierte T-Zell-Epitope, konnte eine Moglichkeit zur
Pravention bei sehr jungen seronegativen Transplantationspatienten bieten [151]. Bei einer Studie
mit EBV-seronegativen gesunden FErwachsenen hat ein Impfpeptid gegen ein HLA-BS-
restringiertes dominantes Epitop eine EBV-spezifische CD8+ T-Zell-Antwort gegen jenes
induziert. In der gleichen Studie wurde geschitzt, dass eine Zusammensetzung aus 25

verschiedenen CD8+ T-Zell-Epitopen benotigt werden miisste, um die Vielfalt der HLA-Gene der
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Bevolkerung in westlichen Lidndern zu >90% abzudecken [151]. Eine genaue Kartierung von
T-Zell-Epitopen mit dem zugehorigen HLA-Hintergrund wiirde eine gezieltere Auswahl von

Epitopen ermoglichen, um dem Ziel einer individuellen und gezielten Therapie nédher zu kommen.

1.2.2 Adoptiver T-Zell-Transfer bei EBV-assoziierten Tumorerkrankungen

Ein generelles Problem bei der Behandlung von Tumorkrankheiten ist es, Angriffspunkte der
Krebszelle ausfindig zu machen, die nur die Tumorzellen betreffen und nicht das gesunde
Gewebe. Das Vorhandensein eines Virus in der Zelle kann eine solche Schwachstelle der
Tumorzelle bedeuten. Produkte aus dem Virus, die von den Tumorzellen prédsentiert werden,
konnen vom Immunsystem als fremd erkannt werden. Der tragende Kern neuer
Behandlungsmethoden fiir Virus-assoziierte Tumorerkrankungen baut auf diesem Prinzip auf.
Unter den Behandlungsmethoden ist der adoptive Transfer von Antigen-spezifischen T-Zellen,
der ein viel versprechender Ansatz, nicht nur fiir Behandlung von Patienten mit
Lymphoproliferativen Erkrankungen nach hdmatopoetischer Stammzelltransplatationen (HSCT)
oder Organtransplantationen (SOT) ist, sondern auch eine Moglichkeit zur Behandlung von NPC-
Patienten darstellt [152,153]. Tumorerkrankungen in frithen Stadien, wie im Fall von
Nasopharynxkarzinom, konnen mit Chemotherapie, Strahlentherapie und durch operative
Eingriffe behandelt werden. Die Behandlung von Patienten mit Metastasen und fortgeschrittener
Erkrankung hat jedoch schlechte Prognosen. Auflerdem sind diese Therapien generell mit sehr
groflen Nebenwirkungen verbunden [9]. Wéhrend die Behandlung mit EBV-spezifischen T-Zellen
bei Lymphoproliferativen Erkrankungen nach Transplantationen erste positive Erfolge aufweist,
gestaltet sich die Behandlung von anderen EBV-assoziierten Tumorerkrankungen wie Hodgkin-
Lymphom, Nasopharynxkarzinom, und Burkitt-Lymphom schwieriger. Zwei limitierende
Hauptfaktoren dieser Behandlungsmethode sind die Antigenexpression und Présentation auf der
Oberfliche der Tumorzelle, welches vom Typus der Latenz der transformierten Zelle und der
individuellen Mutationsgeschichte des Tumors abhédngt (inhibitorische Zytokine) [9]. Drei
Expressionsmuster der Latenz, genannt Latenz I bis III, kommen bei Tumorerkrankungen vor
[154]. Das Expressionsmuster der Latenz I tritt bei Burkitt-Lymphom auf, wobei nur EBER und
BamHI-A  Transkripte, sowie EBNAIl exprimiert werden. Latenz II wird im
Nasopharynxkarzinom und Hodgkin-Lymphom beobachtet. Hier werden die Proteine EBNAI,
LMP1 und LMP2 zusammen mit den EBER und BamHI-A Transkripten exprimiert [9,26]. Viele
Details der zelluldiren Immunantwort sind heute bekannt. Man konnte dabei eine Immundominanz
unter den latenten Antigenen beobachten. Viele der CD8+ T-Zell-Antworten sind gegen Epitope
aus den EBNA3-Proteinen gerichtet, danach folgen CD8+ T-Zell-Antworten gegen Epitope aus
LMP2 und nur wenige T-Zell-Antworten sind gegen Epitope aus EBNA2 und LMP1 gerichtet.

Sehr wenige Epitope, die aus EBNA1 stammen, sind bekannt. Allerdings existieren auch
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Ausnahmen hierzu [155,177]. Um die Limitationen der Expression von Antigenen in der Latenz [
und II zu umgehen, ist man bemiiht Strategien zu entwickeln, um die Tumorzelle zu einem mehr
zugénglichem Ziel fiir CTLs zu machen. Neuere Arbeiten untersuchen dabei intensiver T-Zellen,
die gegen Epitope aus latenten Antigenen der Latenzphase I und II gerichtet sind [156,157].
Studien, wie die Publikation von Leen et al. 2001, konnten zeigen, dass EBNAI eine bessere
Quelle fiir CD4+ T-Zell-Epitope darstellt als andere latente Antigene [93,177]. Andere Studien
schlieBen CD8+ T-Zell-Antworten gegen EBNA1 nicht aus, da EBNAIl-spezifische CD8+
T-Zellen detektierbar sind [113,114]. Das Epstein-Barr-Virus gehort zur Reihe der meist
untersuchten menschlichen Viren, dennoch existieren immer noch unerforschte Bereiche im
komplexen Zusammenspiel zwischen dem Virus und dem Immunsystem bei der Entstehung von
EBV-assoziierten Krankheiten. Bessere Kenntnis von Risikofaktoren, das Verstdndnis des viralen
Lebenszyklus und der Immunantwort gegen EBV ist die Basis der Weiterentwicklung von

Behandlungsmethoden und Priavention von EBV-assoziierten Erkrankungen.

1.3 Fragestellung, Ziel und Verlauf der Arbeit

1.3.1 Fragestellung der Arbeit

Faktoren wie chemische Substanzen, radioaktive Strahlung, Infektionen und genetischer
Hintergrund der betroffenen Personen koénnen bei der Entstehung von Erkrankungen eine Rolle
spielen. Einige Beobachtungen deuten darauf hin, dass bestimmte HLA-Allele mit einem erhdhten
Risiko fiir Tumorerkrankungen assoziiert sind. Bei der Gruppe der EBV-assoziierten
Tumorerkrankungen, wie dem Nasopharynxkarzinom, wird das relativ wenig erforschte MHC-
Klasse-I-Allel HLA-B18 als ein moglicher Marker fiir ein erhohtes Risiko erwogen [158,159].
Eine Untersuchung von klinischen Féllen der PTLD-Erkrankung im Bezug auf EBV-Positivitét
kam zu dem Ergebnis, dass HLA-B18 in hoherer Frequenz bei EBV-negativer PTLD anzutreffen
ist [160]. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass andere genetische Faktoren, zum Beispiel
nicht-HLA-kodierende Gene innerhalb des MHC, die Entwicklung der Krankheit begiinstigen
[160]. Das Resultat mehrerer Publikationen liefert drei EBV-Epitope, die durch HLA-B18
restringiert werden [161,162,163]. Ein viertes Epitop wird in der Literatur kontrovers beschrieben
[110,178]. Ein Zusammenwirken von anderen genetischen Faktoren mit einer moglicherweise
schwachen Prisentation auf HLA-B18 kann nicht ausgeschlossen werden. Altere Publikationen
aus den Jahren 1998 und 2000, zeigen einige HLA-B18-restringierte Peptide aus anderen Viren,
wie dem CMV oder HPV [164,165]. In einer neueren Untersuchung im Zusammenhang mit HIV
wurde das HLA-B18 als ein Pridispositionsallel bezeichnet [166]. Die HLA-B18-restringierte
CD8+ T-Zell-Antwort ist somit relativ wenig erforscht und wird im Zusammenhang mit einigen

Viren, darunter auch EBV, bis heute kontrovers in der Literatur diskutiert. Bis heute existiert
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weder eine Untersuchung von T-Zell-Antworten gegen EBV-Antigene ausschlieBlich mit dem
Fokus auf HLA-B18, noch existiert eine Veroffentlichung, die eine Farbung mit einem HLA-B18-
Tetramer zeigt. Geeignete Grundbausteine bei der Erforschung von CD8+ T-Zell-Antworten sind
zum einem der Zytotoxizitits-Assay und die HLA-Klasse-I-Tetramertechnik. Die
Tetramertechnik ermoglicht die Untersuchung und Charakterisierung von Antigen-spezifischen
T-Zellen [167]. Tetramere werden auch zur Isolierung von Epitop-spezifischen T-Zellen fir
Therapien mit adoptiven Transfer von CTLs eingesetzt [168]. Die Herstellung einer
unausschopflichen Antigen-préasentierenden Zelllinie, wie am Beispiel einer HLA-A*0201-
transfektanten K562 untersucht, erleichtert den experimentellen Zugang bei limitierten Zellzahlen
[169]. So ist es moglich erste Aussagen iiber die Effektivitit der T-Zellen zu machen. Auf der
anderen Seite ermoglichen HLA-Klasse-I-Tetramere die Detektion, Charakterisierung und
Sortierung von einzelnen Epitop-spezifischen T-Zellen. Da Allel-Frequenzen in Populationen
variieren, liegt auch eine unterschiedliche individuelle Betonung bei Patienten vor, die Epitop-
spezifische T-Zellen im Rahmen eines adoptiven Transfers bendtigen. Der effektive Einsatz von
zytotoxischen T-Zellen bei individuellen Therapien, wie dem adoptiven T-Zell-Transfer, ist
abhéngig von vielen Parametern, darunter auch von der HLA-Restriktion, die das Muster von
Epitopen, welche aus dem Virus stammen, moduliert. Die Ergidnzung von Wissensliicken tiber
virale Epitope, die auf wenig erforschten MHC HLA-Allelen, wie dem HLA-B18, prisentiert
werden, kann eine Verbesserung von bestehenden Therapien gegen EBV-assoziierte
Erkrankungen, die Patienten-individuell ausgerichtetet sind, unterstiitzen. Es stellte sich die Frage,
welche Schritte eingeleitet werden miissen, um die Erforschung der HLA-B18-restringierten

CD8+ T-Zell-Antwort zu erleichtern.

1.3.2 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist eine Grundlage fiir die Untersuchung der HLA-B18-restringierten CD8+
T-Zell-Antwort gegen Epitope aus EBV-Antigenen zu schaffen. Zuerst soll eine einleitende
Orientierung iiber die Epitopkandidaten und ihre Erkennungsfrequenz unter HLA-B18-positiven
gesunden EBV-Trigern geschaffen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird, eine geeignete
Antigen-prasentierende Zelllinie fur Untersuchungen der Zytotoxizitit und Tetramere zur
spezifischen Detektion von T-Zellen, generiert. Parallel dazu soll das methodische Vorgehen

weiterentwickelt werden.

1.3.3 Verlauf der Arbeit
Die Initiation fiir diese Untersuchung haben Analysen der Ergebnisse aus einem IFNy-ELISPOT
in meiner Diplomarbeit gegeben, bei der eine Assoziation von IFNy-Antworten mit HLA-B18

entdeckt wurde. Um die HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Antwort zu untersuchen, wurde der
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Schwerpunkt auf die Suche nach dominanten und subdominanten Epitopkandidaten aus einer
breiten Plattform von lytischen und latenten Antigenen des Epstein-Barr-Virus ausgerichtet,
welche von HLA-B18-positiven EBV-Triagern erkannt werden. Die Strategie zur Erforschung der
HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort ist in mehrere Schritte gegliedert worden. Um
mogliche CD8+ T-Zell-Epitope zu bestimmen, wurde die Betonung auf die Charakterisierung der
Dominanz, die Detektion von Antigen-spezifischen T-Zellen mit Tetrameren und den Nachweis
der Zytotoxizitit von T-Zellen gegen HLA-B18-restringierte Epitope gelegt. Abb. 1 stellt
schematisch den Verlauf der Arbeit, welcher fiir die Untersuchung der HLA-B18-restringierten
CD8+ T-Zell-Antwort gegen EBV-Antigene gewdhlt wurde, dar.

Auslese von EBV-Antigenen
SYFPEITHI

(7

HLA-B18+ Blutspender

-

Pool-IFNy-ELISPOT-Analysen

(7

HLA-B18 Epitopkandidaten

(7

Dominanz / Subdominanz
in vitro Zellkultur

-
-

Sortierung
Expansion |::> Effektorzellen Polyfunktionalitat HLA-B18 Tetramere
iz. Zytokinfarbung
@ IFNy
Zytotoxizitat: TNFa
Vital-Assay IL-2
ﬁ MIP-18
CD107a
Zielzellen:
K562-B18

Abb. 1: Schema der Untersuchung der HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort gegen Epitope
aus EBV. iz. = intrazelluldre.

Ein Teilanliegen dieser Arbeit war auch die Verbesserung einiger bereits bestehender Methoden,
um die Effizienz und Qualitdt von Screenarbeiten zu steigern. Durch die Kombination von
mehreren Methoden wurde das Vorhandensein einer HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-
Antwort und die Polyfunktionalitit und Zytotoxizitdt der Epitop-spezifischen T-Zellen bei einem
Epitopkandidaten in allen Punkten, bei einigen weiteren zum Teil, untersucht. Um einen
umfangreicheren Uberblick iiber die CD8+ T-Zell-Antwort gegen HLA-B18 Epitopkandidaten zu
erhalten, wurden Vorhersagen fiir insgesamt zehn lytische und acht latente EBV-Antigene erstellt.
Die Vorhersagen wurden mit Hilfe des Programms SYFPEITHI [170] gemacht. Die Peptide

wurden synthetisch hergestellt. Die Experimente wurden hauptsdchlich von drei Varianten des
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IFNy-ELISPOTs (in vitro, in vitro pool, ex vivo) getragen. Bei dem in vitro Pool-Test wurde ein
neues Verfahren, der Pool-single peptide-ELISPOT, etabliert. Mit den Epitopkandidaten wurde
eine Kartierung durchgefiihrt, bei der untersucht werden sollte, ob diese in Epitop-reichen
Proteinbereichen des Virus liegen. In dieser Arbeit wurden HLA-B18-Tetramere hergestellt.
Dartiber hinaus sollte mit Hilfe der intrazelluliren Zytokinfirbung die Polyfunktionalitdt von
Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden. Zusitzlich wurde fiir die
Untersuchung der Zytotoxizitit eine transfektante Zelllinie, die K562-B18, generiert. Die
Zelllinie K562-B18 kann in weiterfiihrenden Experimenten der HLA-B18-restringierten CD8+
T-Zell-Antwort gegen virale Antigene eingesetzt werden. In einer Publikation wurde eine
HLA-B*1801-transfektante B-Zelllinie 721.221 generiert, um das HLA-B*1801-Ligandom zu
erforschen [171]. Die Auskunft tiber das Ligandom ermdglicht zum einen die Untersuchung von
Verdanderungen der Priasentation auf MHC-Molekiilen durch multiple Faktoren [171], zum
anderen erleichtert ein erweitertes Wissen iiber das Liganden-Repertoire die Verbesserung von
Programmen zur Vorhersage von MHC-Liganden. Die hier generierte K562-B18 kann ebenfalls
in anderen Forschungsrichtungen eingesetzt werden. 2004 wurde eine alternative Methode zur
Bestimmung der Zytotoxizitéit, der Vital-Assay, beschrieben [172]. Um die Zytotoxizitit der
HLA-B18-restringierten Epitop-spezifischen T-Zellen zu bestimmen, wurde eine modifizierte
Form dieses Assays entwickelt, der sich als eine unkomplizierte und verldssliche Methode zur
Bestimmung der spezifischen Lyse bestdtigt hat und bei der keine Radioaktivitit eingesetzt
werden muss. Die hieraus gewonnene Kenntnis der T-Zell-Antwort gegen HLA-B18-restringierte
Epitope in gesunden EBV-Triagern ist die erste Basis fiir vergleichende Untersuchungen mit
Krankheiten, die sowohl mit dem Epstein-Barr-Virus als auch mit dem Allel HLA-B18 selbst
assoziiert sind. Die Komplexitit von T-Zell-Antworten erfordert eine modifizierte und erweiterte
Vorgehensweise bei der Screenarbeit. Zur umfangreichen Untersuchung der Immunantwort wurde
ein Modell vorgestellt (Abb. 29). Das Modell beinhaltet eine Kombination bisher bekannter
Methoden, die zum Teil bei Untersuchungen in groen Mafstiben systematisch eingesetzt
werden, die hier modifiziert wurden. Unter anderem wird in dieser Arbeit eine neue
Vorgehensweise beim ELISPOT, der Pool-single peptide-ELISPOT, zur Auslese von
Epitopkandidaten aus einer groen Anzahl von Testpeptiden vorgestellt. Das
Untersuchungsmodell wird am Beispiel der gezielten Suche von HLA-B18 Epitopkandidaten
diskutiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Buffy Coats und Leukaphereseprodukte

Fir diese Dissertation wurden Buffy Coats und Leukapheresen aus der Abteilung
Transfusionsmedizin des Universitdtsklinikum Tiibingen erhalten, sieche Tab. 1. Die HLA-
Typisierungen fiir die Proben 803-1548 und 1079-1562 wurden der PBMC-Bank der Abteilung
Immunologie, Auf der Morgenstelle 15 in Tiibingen, entnommen. Die HLA-Typisierung der
tibrigen Proben wurde den Beschriftungen erhaltener Proben entnommen.

Die Verwendung von Buffy Coats von freiwilligen Spendern, die fiir Experimente in dieser Arbeit
verwendet wurden, wurde durch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultit des
Universitédtsklinikums Tiibingen genehmigt. Die Verwendung von Leukapheresen von
freiwilligen Spendern, die fiir Experimente in dieser Arbeit verwendet wurden, wurde ebenfalls

von der lokalen Ethik-Kommission genehmigt.

Proben, die fiir in vitro und ex vivo ELISPOT-Experimente verwendet wurden:

Al, A3, A6, A7, A8, A9, B1, B2, B3, B4, B5, B6, B, B10, B11, B12, 1288, B018, B020, B025,
B027, B029, Leuka02, B14, B16, B08, B017, Leuka04, 1042, 945, 1291, 1069, 1082, 1087, 1074,
B026, B033, B029, B034, B022, B023, B032, B015, B09, 1151, 1042, BO11, BO10, 1482, 834,
996, 1052, 1057, 848, 803, 895.

Proben, die fiir HLA-B18 Tetramerfirbungen verwendet wurden:
Leuka02, 1487, 1500, B034, 1482, 1465, 1373, 1247, 1273, 1092, 1526, 1527, 1523, 1522, 1520,
1079, 1100, 1311, 1310, 1384, 1548, 1069, B022, B025

Proben, die fiir intrazellulire Zytokinfirbungen verwendet wurden:
B3, B034, 1482, 1562, 1042, 1052, 1312, 1473, 1292, 1057, 1273, 1288, 1403, 1239, 1092,
Klone: B11, B4, B10

Proben, die fiir Klonierung verwendet wurden:
B11, B4, B10
Die Zellen wurden bei der Flow Cytometry Core Facility in Universitdtsklinikum Tiibingen am

BD FACSAria Zellsorter gesortet.
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Tab. 1: Liste der verwendeten Buffy Coat- und Leukapherese-Proben

apender-Mr HLA spender-Mr HLA
HLA-B1E+
Bl A2 A23 Bla B35 1069 Al - B7 Blg
B2 A2 AdS Bla B7 1074 Al - Bl3 Bla
B3 A2 AdS Bl3 B17 1082 Al A24 B17 B13
B4 A3 All Bl& B35 1087 Al A2S B7 Blg
BS AZ0 A3 Bla B4 1092 Al AL Bla BI7
Ba AZ4 A31 Bl3 B4 1151 Al A3 B7 B1g
Ba AZS A31 Bl& Ba4 1239 Al AZ4 B7 Blg
Bl0 A2 AdS Bla B7 1247 Al AdS B7 Bls
Bll A2 A5 Bl3 Bl 1273 All A30 B7 B1g
Bl AZd AZE Bla Bd4 1288 Al A2S Bl& B51
Bl4 A2 A3 Bla B7 1291 al AdS B7 Bls
Bld A2 A5 Bl3 B4 1292 Al A24 B7 B1g
BOZ AZS A31 Bl3 Ba 1312 Al all Bla B35
BOS Al AdS Bl3 Bal 1373 Al - B7 B13
BO1D A3 AZE B13 Blg 1384 Al A2 B3 B1g
BO11 A2 A30 B7 Bla 1403 Al AZD Bla B4
BO15 A2 A30 Bl3 Bal 1465 Al - Bla Bas
BO17 A2 A3 Bl3 B7 1473 All A2S B7 B3
BO1& AZd A3l Bla B3s 14352 Al AdS Bl3 Bla
BOZ0 A2 A B13 B35 1487 Al A4 Bla B50
BOZ22 AZ4 420 Bl& B4 1500 Al - Bl& B44
BOZ3 A3 - B7 Bla 1548 Al Al B7 Bla
BO25 A3 A4 Bl3 B35 | HLA-B1S-
BO26 AZS Add Bl& B4 al Al AZ4 B7 -
BOZ7 all Add Bla B51 A3 Al Al Bz BI7
BO29 A3 A5 Bél Bla Af Al A2 B3 Baz
BO32 A2 AdS B51 Bla a7 Al A6 Ba B39
BO33 A3 A3l B35 Bla AB Al A3 B7 B3
BO34 A2 AZE B35 Bla AD Al A24 B7 Baz
Leukal? A2 AdS Bl Bla 1079 Al AdA B7 B41
Leukald A2 Add Bla B3a 1100 Al Aall B7 -
803 A3 A30 Bl3 B4l 1310 A3 AZE B7 B51
534 Al A3 B7 Bla 1311 Al Al Ba Ba0
B8 A2 - Bl3 Ba4 1520 A3 A28 B7 B51
945 Al A4 Bl3 B57 1522 Al AZE B4 B51
oog all A30 B7 Bla 1513 A3 - B7 B35
1042 A3 AdS B7 Bla 1526 Al A6 B33 B55
1052 A2 Ad4 Bl3 B350 1527 Al - Ba B44
1057 A2 A3 B7 Bls 1562 Al Al Ba Bdl

Angegeben ist die HLA-Typisierung fir HLA-A und -B. Proben, die ausschlieBlich mit einer Nummer
gekennzeichnet sind, stammen aus der PBMC-Bank der Abteilung Immunologie, Auf der Morgenstelle 15 in
Tiibingen.
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2.2 Zelllinien

1. K562 [173], humane chronische myeloische Leukdmie-Zelllinie: HLA-A*-, B*-, C*-, E*-
negativ

2. LG2-EBV, humane LCL: HLA-A*24, A*32, B*35, B*¥*44, DQB1*02, DQB1*05, DRB1*07,
DRB1*14, DRB3 (Kap. 6, S. 111, Nr. 1)

3. RCC-115-EBV, humane LCL aus RCC-115: HLA-A*02, A*03, B*15, B*18 (Kap. 6,
S. 111, Nr. 2)

4.K562-B18

2.3 E.coli-Stimme

XL-1 Blue supercompetent cells (Stratagene), BL21(DE3) pLysS, DH5a, XL-1 blue MRF" comp.
cells, Aufbewahrung aller E.coli-Stimme bei -80°C

2.4 Vektoren

HLA-B1801 expression opt pET3a Vektor (Entelechon), pGEM T Easy Vektor und
pGEM T Easy Vektor System (Promega), pIRES puro2 (Clontech), HLA-B18 pET3a Vektor und
HLA-B*1801V*%~S pIRES puro2 Vektor

2.5 Synthetische Peptide

Fiir diese Arbeit bendtigte Peptide wurden in der Abteilung Immunologie, Auf der Morgenstelle
15 in Tiibingen hergestellt.

Die Peptide wurden in einer Konzentration von 1 mg/ml in sddH,O 10% DMSO gelost und als
Aliquots bei -80°C und -20°C aufbewahrt. Fur die Rickfaltung von HLA-Monomer-Peptid-
Komplexen wurden die Peptide in DMSO in einer Konzentration von 10 mg/ml gelost. Die
Peptide wurden mit Hilfe der Epitopvorhersage SYFPEITHI (Kap. 6, S. 111, Nr. 3) aus den
Sequenzen verschiedener EBV-Proteine (EBV-Stamm B95-8) ausgewdhlt, Tab. 2 bis Tab. 5. Die
Tabellen beinhalten auch Peptide aus Veroftentlichungen und aus der HLA-A*0101 Vorhersage.
Die Sequenzen von EBV-Proteinen wurden der Datenbank Swissprot (Kap. 6, S. 111, Nr. 4)
entnommen. Fiir die Bezeichnung von EBV-Proteinen wurde die Gen-Bezeichnung gewihlt. Das
Peptid RAKFKQLL [174] aus dem Protein BZLF1 (EBV) wurde als ein Vergleichsepitop
eingesetzt. Als Negativkontrollen wurden synthetische Peptide aus HIV-Proteinen, fir HLA-AO1
GSEELRSLY (gag pl17, HIV-1), HLA-A02 ILKEPVHGV (RT, HIV-1), HLA-A32 RIKQIINMW
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(gp120, HIV-1), HLA-B18 FRDYVDRFYK (p23, HIV-1) und fir HLA-B44 das Peptid
EEGPSTSCIL aus MAGE-1 verwendet. Fiir HIV-Peptide siehe (Kap. 6, S. 111, Nr. 3) und [199].

Tab. 2: Testpeptide fiir die Untersuchung der HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort

Protein BZLF1 BRLF1 BMLF1 BMRF1 BHRF1
43 8 |SELEIKRT @ VEITLREY EETGNESY VEQASLQF TEHVDLDF
SENDRLRL NEILDTFL VETLESSY PDLYVTTY IERNSETF
PENAYQAY LESMTEDL LEPIQDPF PEFVKELTM EDTVVLRY
FDOQATREVY DEETSQAV LEETIFWL
LEECDSEL KELAPCFL
QERSQRPL
A3 9 |SENDRLRLL KEGLLSSKF DEVEFLGHY® EEAPAAVSF PEDTVVLRY
DESELEIERY SESGQFHAF KEETGNSS8Y LERPLAVQL LELAARETP
AFDQATRVY GQESDERPIF DEDEKEETG NEQMIGQVL
DELESLPSP LEPIQDPFL VEQASLQFY
DERPIFPHP QEITYHGDL NPDLYVTTY
SVEITLRSY DEDPTPAHA GEACLTLDY
VVETLSS8SY METTQTLREF
e S0 LVSDYCNVL- HDEVEFLGHY AVEQASLQFY

NEEFT*%

SGEACLTLDY

*=[162], ** = das Peptid LVSDYCNVLNKEFT ist als LVSDYCNVLNKEFTA [161] veroffentlicht worden,
® = SELEIKRY ist als DSELEIKRYKNR [163] veroffentlicht worden.

Tab. 3: Fortsetzung Tab. 2

Protein EHLF1 BALFZ EcEF1 ELLF1 BATF4
A3 8 |PEEQEFERL EESLFNGEF EENEEGVEF CENISEGAF LEGIFEEY
PEEGEGP A EEYSDLAL EESEERDA BENATNLF TEGLLMVE

AEYLLGEF VEIFPEFPF TEAVODETY
FEWLEGHY GEEQQVEL TELQAIML
HEALYTGL EENHTEGL
FPEARVAAL PETAAALL
TEAFEERL DEGTERBFVWV
IENIEAGL DELAQOHA
YTENDNPGL EDGLTEVY
AEAAREDEFL
DDEPEYTY
DEPEYTYW

A3 2 |QEPELFPOQDL PEGLDPEAY EEARLEFHF LELLGAGEL DEQRASBNVE

DELQDQARG NETDFLGNF EKEETAFTVSEL AEMQNPVYL EEEFSVDEY

FEGPGLEAL ERENEGSEGVFW VEIFPEFPFY TETGEGSIHF
EEYSDLALF DEEBEEEDA SENATNLFEL NEIHVYINDTY
EESLFNEFY TETDFECEW IELDGIATL
EEVFGYDATY PETVPYIEW CELESEHGDL
EESBEEPGDF MEAATLLVCQ IENIDFAEL
TEAFEERLY DEIPAEQDM EENHTEGLL
VELLEEQSL PEFFPFYPTC TELYDAPGW
HETPARLNTY DEGTEEFVT
GETREEVEFGY
EERLYEGNL
EEPHGFEDF
AEEYEDLAL

Beim Peptid KEPHGPRDF war keine genaue Gewichtsabmessung moglich.
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Protein EBMAL EBNAZ EBMNAZ EBINAL
AZ & |RESIVCYF DEEZWDYIF VEVQFPQL NEEIDLATY
FEADYFEY PEFFTIHL AERYTLFF
FENIAEGL TEQGEEVL QERDMLGL
AEVLEDAI DATEVLDL PEIGFFEL
TEVLDLGZI TEFPVHDQL
DEDLPCIV EEFIWMCHM
A% 9 | DAGVDLPPFPWF FEPERPTVF LEEARGETY MEQRVMATL
DEGTWVAGY QEQLEDTFL ERERWERFPAPW DEEEDEIGM
PELEPVLGL S2SEPCEALDL TEFVHDQLL
TEGEHVEGA FPETAAPRQW
LERQAALGW
QEPGPVGPL
DEPASTEPV
DEVMEQEVM
PEEPTVFYHN-
>
AS 23 IPPMPL *¥**
*** =T110]
Tab. 5: Fortsetzung Tab. 2
Protein EBMNAS EBNAS LMP1 LnP2
A5 8 |[REAEVEFL PEGPLGQL NEGEHHLL EEEPPTPY
TEENLLDF TEFIPWNLF
VEMPMVIL NEEPFFPY
LESEDDEL
AR 9 |KEEHVIQNAFY FEGPLGQLL DEHHHDDSEL SEERFFTEY
TEDNVPPWL IEDPPFHNEL
DAVLQLEPL
AR =9 ESEERPPTPY
LTEWGZGHNERT-
T

2.6

Medien:

sonstiges Material:

Isolierung von PBMC's mittels der Dichtegradientenzentrifugation

Lymphozytenseparationsmedium (PAA), PBS ohne Ca*/Mg”*
(Lonza)

Zellkulturflaschen 550 ml/250 ml/50 ml (Greiner Bio-One),
50 ml/15 ml R6hrchen (Falcon)

Die zu isolierenden Blutprodukte stammen aus zwei Quellen, zum einem aus Erythrozyten

abgereichertem, peripherem heparinisiertem Blut (Buffy Coat) oder aus durch Leukapharese

Leukozyten angereichertem Blutprodukt. Die Blutprodukte wurden mit PBS (ca. 1 zu 5) gemischt
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und iiber Lymphozytenseparationsmedium gegeben. Durch Zentrifugation (20 min, 2000 rcf,
Raumtemperatur) erhielt man eine Schichtung. Die PBMC-Schicht wurde vorsichtig
abgenommen. Die PBMCs wurden mit PBS zweimal gewaschen und zentrifugiert (einmal
1800 rcf, einmal 1600 rcf, beides 10 min bei Raumtemperatur). Die PBMCs wurden entweder

direkt in Kulturmedium aufgenommen und in Experimenten eingesetzt, oder kryokonserviert.

2.7 Kryokonservierung von PBMCs und Zelllinien

Einfriermedium: 90% FCS (PAA) 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert, 10% DMSO
(Merck), steril filtriert

sonstiges Material: Einfrierbox ,,Cryo Freezing Container (Nalgane) mit Isopropyl-
alkohol (Merck), 2 ml Cryordhrchen (Greiner Bio-One), Spritze
50 ml (Becton Dickinson), Sterilfilter 0,22 pm (Corning)

Die PBMC-Proben wurden zu 2x10” in 1 ml oder 10® Zellen in 2 ml Einfriermedium
kryokonserviert. Die Zellen wurden in Einfriermedium aufgenommen und bei -80°C eingefroren.
Zur Kryokonservierung von Zelllinienproben von K562, K562-B18 und LG2-EBV wurden die
Zellen ebenfalls mit PBS gewaschen. Es wurde das gleiche Einfriermedium wie bei PBMC-
Proben verwendet. Bei der Kryokonservierung der Zelllinien betrug die Zellanzahl maximal ca.
2x107 pro 1 ml Einfriermedium. Bei kurzfristiger Aufbewahrung wurden die Zelllinien bei -80°C
eingefroren. Zur langerfristigen Aufbewahrung wurden die Proben bei -80°C eingefroren und

anschlieBend in einen N,-Tank iiberfiihrt.

2.8 Bestimmung der Lebendzellzahl

Trypanblaulsung: 0,05% Trypanblau (Merck), 0,01% Natriumazid (Merck) in ddH,O

sonstiges Material: Z#zhlkammer (Neubauer)

Der Hamozytometer wurde mit 70% Ethanol gereinigt, abgetrocknet und angefeuchtet. Das
Deckgldschen wurde auf die Zahlkammer gepresst, so dass sie auf der Zdhlkammer haften blieb
(Newtonsche Ringe). Die Zellen wurden mit der Trypanblaulésung verdiinnt. Ca. 10 pl der
Verdiinnung wurden vorsichtig am Rand des Deckgldschens pipettiert, so dass die Losung unter
das Deckgldschen gesogen wird. Durch die Aufnahme des Farbstoffs Trypanblau erscheinen tote
Zellen blau. Die Lebendzellzahl wurde wie folgt berechnet:
Zellzahl pro ml = Durchschnittliche Zellzahl (ungefirbte Zellen) pro grofles Quadrat

x Verdiinnungsfaktor x 10*.
Gesamtzellzahl = Zellzahl pro ml x Ausgangsvolumen der Zellsuspension, der die

Probe entnommen wurde.
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2.9 Ex vivo IFNy-ELISPOT

Kulturgefifie und Platten: 25 cm? Kultur-Rohrchen (Greiner Bio-One), 15 ml Réhrchen
(Falcon), 96-Well-Platte MSHAS4510 clear (Millipore)

Antikorper und Enzyme: 1-D-1k (anti-IFN-y) 1 mg/ml (MabTech), 7-B6-1 biotin (anti-
IFN-y) 1 mg/ml (MabTech), ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase
(Sigma-Aldrich)

Sonstiges Material: SIGMA FAST™ BCIP/NBT Tabletten (Sigma-Aldrich), PHA-L

(Roche), synthetische Peptide (I mg/ml) in sddH,O und 10%
DMSO (Merck), PBS ohne Ca*/Mg*" (Lonza), Spritze 50 ml
(Becton Dickinson), Sterilfilter 0,22 um (Corning), Stericup 500 ml

(Millipore)
PBS-Tween: PBS Dulbecco's 0,05% Tween 20 (Merck), filtriert
PBS-BSA: PBS Dulbecco’s 0,5% BSA (Sigma-Aldrich), filtriert
Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 10% Humanserum (Lonza) 30 min bei
(10%) 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza),

25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 50 uM p-Mercaptoethanol
(Roth), steril filtriert
Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 2% Humanserum (Lonza) 30 min bei
(2%) 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza),
25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 50 uM B-Mercaptoethanol
(Roth), steril filtriert

Programme: Immunospot 4.0 Academic und Immuno capture 6.1, Microsoft
Excel
Gerite: ELISPOT Reader Immunospot (Cellular Technologies Ltd.)

Die ELISPOT-Platten wurden mit dem 1-D-1k (anti-IFN-y Antikorper 1) beschichtet, indem der
Antikorper in PBS 1:200 verdiinnt und pro Well 100 pl pipettiert wurden. Die Platten wurden
tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Gleichzeitig wurden PBMC-Proben mit PBS aufgetaut und
gewaschen, in 10% Kulturmedium aufgenommen (maximal 10’ Zellen pro ml), in Kultur-
Rohrchen iiberfithrt und iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, aufbewahrt. Am
nidchsten Tag wurden die ELISPOT-Platten mit IMDM-Medium gewaschen. 50 pl 2%
Kulturmedium wurden pro ein Well pipettiert und die Platten wurden mindestens 1 h bei 37°C
inkubiert. Pro Well wurden 50 pl der Peptidlosungen pipettiert (gewiinschte Endkonzentration
von 1 pg/ml in einem Endvolumen von 150 pl pro Well). Die Zellen wurden gewaschen, gezihlt,
und auf eine Konzentration von 2 bis 5x10° Zellen pro 50 ul eingestellt. 50 pl der Zellsuspension

wurden in die entsprechenden Wells pipettiert. Als Positivkontrolle wurde PHA-L in einer
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Endkonzentration von 10 pg/ml eingesetzt. Als Negativkontrollen dienten synthetisches HIV-
Peptid und Kulturmedium. Die Tests wurden als Triplikate, die Positivkontrollen als Einfachtest
durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Platten {iber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Hiernach wurden die Platten mit PBS-Tween und ddH,O gewaschen. Der zweite Antikorper
7-B6-1, wurde in PBS-BSA 1:3000 verdinnt, mit 100 pul pro Well pipetttiert und 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten mehrmals mit PBS-Tween gewaschen. Das
Enzym ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase wurde in PBS-BSA 1:1000 verdiinnt. Davon wurden
pro Well 100 pl gegeben und mindestens 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach folgten
mehrere Waschschritte mit PBS-Tween. Das Substrat BCIP/NBT wurde in ddH,O gel6st
(1 Tablette pro 10 ml) und mit 50 pl pro Well pipettiert, anschlieBend 7 bis 10 min im Dunkeln
inkubiert. Die Reaktion wurde unter flieBendem Wasser gestoppt und die Platten getrocknet. Die
Aufnahme der erhaltenen Daten erfolgte durch ein automatisiertes ELISPOT-Lesegerdt und
speziell dafiir entwickelte Programme Immunospot 4.0 und Immuno capture 6.1. Fir die
erhaltenen Daten wurde der arithmetische Mittel und die Standardabweichung (Microsoft Excel)

berechnet.

2.10 Zellkultur mit Stimulation von PBMCs mit synthetischen Peptiden
fiir den IFNy-ELISPOT (Expansionskultur)

Kulturplatten: 12-Well-Flachbodenplatte =~ (Costar),  6-Well-Flachbodenplatte
(Falcon)

Zytokine: IL-2 (Novartis (U/ml), R&D (ng/ml)), IL-4 (PromoKine, R&D),
IL-7 (PromoKine), Lagerung bei -20°C

Sonstiges Material: synthetische Peptide (1 mg/ml) in sddH,O 10% DMSO (Merck),

PBS ohne Ca’/Mg>" (Lonza), Sterilfilter 0,22 pm (Corning),
Spritze 50 ml (Becton Dickinson), 15 ml Réhrchen (Falcon)
Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 10% Humanserum (C-C-Pro, Lonza) oder
(10%) Plasma 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep
(10000 U/ml, Lonza), 25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza),
50 uM B-Mercaptoethanol (Roth), steril filtriert
Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 2% Humanserum (C-C-Pro, Lonza) oder
(2%) Plasma 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep
(10000 U/ml, Lonza), 25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza),
50 uM B-Mercaptoethanol (Roth), steril filtriert

Die PBMC-Proben wurden aufgetaut und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden gezdhlt und in

10% Kulturmedium aufgenommen. Die Zellanzahl betrug ca. 1 bis 1,5x10” pro Stimulation. Das
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Medium enthielt IL-4 und IL-7 mit der Endkonzentration von jeweils 5 ng/ml. Am néchsten Tag
wurden Peptide zu den Zellen zugegeben mit einer Endkonzentration von maximal 1 pg/ml pro
Peptid sowie IL-4 und IL-7 mit der Endkonzentration von 5 ng/ml. Bei Pool-Stimulationen
bestanden die Peptid-Pools aus zwei, drei oder fiinf Peptiden. Die Konzentration fiir jedes
einzelne Peptid betrug 1 pg/ml. Der Pool (zwei, drei bzw. fiinf Peptide) wurde folglich mit der
Endkonzentration von 2 pg/ml, 3 pg/ml bzw. 5 pg/ml Peptid bei der Stimulation und bei den
hierauf anschlieBenden Pool-ELISPOT-Experimenten eingesetzt. Am Tag vier oder fiinf wurde
mit der IL-2-Gabe begonnen. Es erfolgten drei IL-2-Gaben jeden zweiten Tag mit der
Endkonzentration von 10 ng/ml bzw. 25 U/ml. Am Tag 12 wurden die Zellen aus der Kultur
genommen, gewaschen und gezdhlt sowie auf die gewiinschte Zellkonzentration mit

2% Kulturmedium fiir ELISPOT eingestellt und in ELISPOT-Experimenten verwendet.

Stimulation fiir Frequenzbestimmung von einzelnen Epitopkandidaten
Fur die Bestimmung der Erkennungsfrequenz von einzelnen Epitopkandidaten wurden
Stimulationen mit einzelnen Peptiden oder mit zwei (selten drei) Peptiden nach dem oben

aufgefiihrten Protokoll durchgefiihrt.

2.11 IFNy-ELISPOT nach Zellkultur mit Stimulation von PBMCs mit
synthetischen Peptiden

Kulturgefifle und Platten: 15 ml Rohrchen (Falcon), 96-Well-Platte MSIPN4B50 opaque
(Millipore), 96-Well-Platte MSHAS4510 clear (Millipore),
96-Well-Rundbodenplatte (Corning)

Antikorper und Enzyme: 1-D-1k (anti-IFN-y) 1 mg/ml (MabTech), 7-B6-1 biotin (anti-
IFN-y) 1 mg/ml (MabTech), ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase
(Sigma-Aldrich)

Sonstiges Material: SIGMA FAST™ BCIP/NBT Tabletten (Sigma-Aldrich), PHA-L
(Roche), synthetische Peptide (1 mg/ml) in sddH,O und 10%
DMSO (Merck), PBS ohne Ca*/Mg*" (Lonza), Spritze 50 ml
(Becton Dickinson), Sterilfilter, 0,22 pum (Corning), Stericup
500 ml (Millipore), Ethanol pro Analisis (Merck)

PBS-Tween: PBS Dulbecco’s 0,05% Tween 20 (Merck), filtriert

PBS-BSA: PBS Dulbecco’s 0,5% BSA (Sigma-Aldrich), filtriert
Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 2% humanes Plasma oder 2%

(2%) Humanserum (C-C-Pro, Lonza) 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert,

1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza), 25 pg/ml Gentamicin Sulfate
(Lonza), 50 uM B-Mercaptoethanol (Roth), steril filtriert
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Peptid-Platte: 96-Well-Rundbodenplatte (Corning) mit Peptidaliquots (2%
Kulturmedium mit 3 pg/ml Peptid pro Well), Autbewahrung bei
-80°C

Programme: Immunospot 4.0 Academic und Immuno capture 6.1, Microsoft
Excel, StarOffice 7

Gerite: ELISPOT Reader Immunospot (Cellular Technologies Ltd.)

Die ELISPOT-Platten wurden mit dem 1-D-1k (anti-IFN-y Antikorper 1) beschichtet, indem der
Antikorper in PBS 1:200 verdiinnt und pro Well 100 ul pipettiert wurde. Bei den 96-Well-Platten
(MSIPN4B50 opaque) erfolgte eine kurze Inkubation mit 35% Ethanol. Die Platte wurde zwei-
bis dreimal mit PBS gewaschen und wie oben beschrieben mit dem Antikérper 1-D-1k
beschichtet. Die Platten inkubierten iiber Nacht bei 4°C. Die ELISPOT-Platten wurden am
nichsten Tag mit IMDM-Medium gewaschen. 50 pl Kulturmedium wurden pro ein Well pipettiert
und die Platten wurden mindestens 1 h bei 37°C inkubiert. 50 pl der Peptidlosungen wurde pro
Well pipettiert (gewiinschte Endkonzentration von 1 pg/ml in einem Endvolumen von 150 pl, bei
Pool Endkonzentration von jedem Peptid ebenfalls 1 pg/ml). Die Endkonzentration fiir Pools mit
fiinf Peptiden betrug somit 5 pg/ml. Fiir die Negativkontrollen wurden die entsprechenden
Konzentrationen eingesetzt. Die Zellen wurden aus der Kultur genommen, mit PBS gewaschen,
gezihlt, und auf eine Konzentration von ca. 1,5 bis 2x10° Zellen (abhiingig von vorhandener
Zellzahl) pro 50 ul eingestellt. Ebenfalls 50 pl der Zellproben wurden in die entsprechenden Wells
pipettiert. Als Positivkontrollen wurden PHA-L in einer Endkonzentration von 10 pg/ml
eingesetzt. Als Negativkontrollen dienten synthetische HIV-Peptide und Kulturmedium. Die Tests
wurden als Triplikate, die Positivkontrollen als Einfachtest durchgefiihrt. Beim Pool-single
peptide-ELISPOT wurden die Zellen auf eine Pool-Platte (Peptid-Pools und Negativkontrollen als
Triplikate, Positivkontrolle als Einfachtest) und auf eine Peptid-Platte (jedes Peptid als einzelnes
Well) pipettiert (Abb. 3). Fir die Bestimmung der Erkennungsfrequenz von einzelnen
Epitopkandidaten durch HLA-B18-positive Individuen wurden die Peptide einzeln mit den
entsprechenden Negativkontrollen (HIV-Peptid und Medium) als Triplikate auf der ELISPOT-
Platte pipettiert. AnschlieBend wurden die Platten fiir 19 bis 26 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Hiernach wird, wie oben beschrieben verfahren (Kap. 2.9, S. 21).

2.12 Der HLA-B18 pER3a Vektor

Marker: Marker SeeBlue Pre-Stained Standard (Invitrogen), Marker
SmartLadder (Eurogentec)



Ladepuffer:

Enzyme und Puffer:

Kits:

LB-Medium:

Antibiotika:

LB-Agar-Platten:

Sonstiges Material:

Vektoren:

E.coli-Stamme:

Programme:

Gerite:
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5 ml Glycerol (Roth), 200 pl 50x TAE-Puffer, 0,25% Bromphenol-
Blau (Sigma), 0,25% Xylencyanol-Blau (Sigma), mit H,O auf
10 ml aufgefiillt

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase 10000 U/ml (New England
Biolabs), T4 DNA-Ligase (New England Biolabs), Reprofast-DNA
Polymerase (Genaxxon BioScience), Sma I (New England
BioLabs) 20000 U/ml, Nde I (New England BioLabs) 20000 U/ml,
10x Puffer 4 (New England BioLabs), 10x T4 DNA-Ligase Puffer
(New England Biolabs)

QIAquick Gel Extraktion Kit (Qiagen), Agarose Gel DNA
Extraction Kit (Roche), QuickChange II Site-directed Mutagenesis
Kit (Stratagene), QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), illustra
Autoseq™ G-50 columns (GE Healthcare), BigDye Terminator
v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)

10 g/l Trypton Pepton (Difco), 5 g/l Bacto Yeast Extract (Difco),
10 g/l NaCl (Merck), autoklaviert

Ampicillin (Amp) 100 mg/ml (Roth) in ddH,O, Chloramphenicol
(Camp) 34 mg/ml (Sigma-Aldrich) in Ethanol pro Analysis
(Merck)

LB-Amp-Agar-Platten: 15 g Bacto Agar (Difco) +1 1 LB-Medium,
autoklaviert, + 1 ml Ampicillin 100 mg/ml (Roth) in ddH,O, LB-
Amp-Camp-Agar-Platten: LB-Amp-Platten + 25 pl Chlor-
amphenicol (Sigma-Aldrich) 34 mg/ml in Ethanol pro Analysis
(Merck)

SeaKem LE Agarose (Lonza), Ethidiumbromid (Roth), 0,5 ml
Reaktionsgefile (Biozym) wund 1,5 ml Reaktionsgefille
(Eppendorf), 1 M IPTG (Peqlab) in H,O

HLA-B1801 expression_opt pET3a Vektor (Entelechon), pGEM T
Easy Vektor und pGEM T Easy Vektor System (Promega)

XL-1 Blue supercompetent cells (Stratagene), Aufbewahrung bei
-80°C, BL21(DE3) pLysS, Aufbewahrung bei -80°C

HUSAR Bioinformatic Lab, DKFZ Heidelberg, Sequencing
Analysis 3.4.11, ABI Prism™ 310 Collection

ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), Mini-
Protean 2 Electrophoresis System (Bio-Rad), Electrophoresis
Power Supply Ebs 3500 (Amersham), Gel documentation system
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Primer fiir Sequenzierung

(Vilber Lourmat), Mastercycler gradient (Eppendorf), Primus 96
plus Thermal Cycler (MWG-Biotech)

T7: 5 - taa tac gac tca cta tag gg -3°

T7term: 5°- tgc tag tta ttg ctc age gg -3°

SP6: 5 -att tag gtg aca cta tag -3°

Folgende Primer wurden bei der Firma biomers.net hergestellt:

Primer fiir Nested-PCR

B18ib for 01: 5 -aca tat ggg ctc cca ctc cat gcg cta ctt tca cac gtc cgt ttc tcg-3°

B18ib rev 01: 5'-cgc tgc tcc tcg cca gac ggt act aca aca geg gec cat tte tgg aag g-3°

B18ib rev 02: 5'-cgg cag acc ctc atg ctg tac atg gca agt gta agg ctg ctc ctc gee aga cgg -3°

B18ib rev 03: 5'-acc cgg gtc cca acg cag ggt cag cgg ttt cgg cag acc ctc atg ctg tac atg ge-3°

Primer fiir Mutagenese (Kap. 6, S. 111, Nr. 7)

mut01B18ibfor: 5'-cat gta tgg ctg tga cgt tgg ccc gga tg-3°

mut01B18ibrev: 5 -cat ccg ggc caa cgt cac age cat aca tg-3°

mut02B18ibfor: 5'-ctg gcg agg age age gtt aca ctt gce atg-3°

mut02B18ibrev: 5'-cat ggc aag tgt aac gct get cct cge cag-3°

SDS-PAGE
18% Trenngel:

6% Sammelgel:

10x Elektrophorese-Puffer:

1 M Tris-HCI:
Ladepuffer:

Gel-Entfarbung:

1,9 ml 1 M Tris-HCI pH 8,8, 50 ul SDS 10% (Roth), 2 ml
Rotiphorese Acryl 30%-Bisacryl 0,8% (Roth), 7,5 ul Temed (Fluka
BioChemika) 5%, 30 ul Ammoniumperoxidsulfat 10% (Sigma)
250 pl 1 M Tris-HCl pH 6,8, 25 ul SDS 10% (Roth), 400 pl
Rotiphese, Acryl 30% - Bisacryl 0,8% (Roth), 3,5 ul Temed (Fluka
BioChemika) 5%, 1,3 ml ddH,0, 17,5 ul Ammoniumperoxidsulfat
10% (Sigma)

144 g Glycin (Roth), 30,3 g Trizma Base (Sigma), 100 ml SDS
10% (Roth), auf 1 1 mit ddH,O auffiillen. (1x: 1:10 mit ddH,0)
60,55 g Trizma base (Sigma), 500 ml ddH,O, pH 6,8 bzw. 8,8

50 mM Tris-HCI pH 6,8, 6 M Urea (AppliChem), 6 % p-Mercapto-
ethanol (Roth), 0,003 % Bromphenol-Blau (Sigma), 3 % SDS
(Roth), 25 % Glycerol (Roth), 0,125 M EDTA (Roth), in 100 ml
ddH,0O

58 ml Essigsdure (Merck), 192 ml Methanol 99% (Merck), 250 ml
ddH,0
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Coomassie-Losung: 1,25 g Brillant Blue R (Sigma-Aldrich), 225 ml Methanol 99%
(Merck), 50 ml Essigsdure 99% (Merck), 225 ml ddH,O
Harnstoffpuffer: 8 M Harnstoff (Roth), 10 mM Tris pH 8,0 (Sigma-Aldrich),

100 mM NaH,PO4 (Merck), 0,1 mM EDTA (Roth), 0,1 mM DTT
(Sigma-Aldrich)

50x TAE-Puffer: 242 g Tris (Sigma-Aldrich), 57,1 ml Eisessig (Merck), 100 ml
EDTA 0,5 M (Roth), auf 1 1 mit ddH,0O. (1x: 1:50 mit ddH,0)

Um die vollstdndige rekombinante HLA-B18-Sequenz fiir inclusion bodies zu erhalten wurde der
HLA-B1801 expression_opt pET3a Vektor (Entelechon) verwendet. Dieser enthielt einen Teil der
HLA-B*180101-cDNA-Sequenz sowie eine Biotinylierungssequenz (siche Kap. VI). Die gesamte
Sequenz dieses Konstruktes war zur Expression in E.coli optimiert. Zur Hilfe bei der
Konstruktion wurde HUSAR Bioinformatic Lab verwendet. Mit Hilfe des Optimierungsreports
fir den HLA-B1801 expression_opt pET3a Vektor wurde die neu angefiigte Sequenz fir die
Proteinexpression in E.coli optimiert. Die Sequenz fiir das synthetische Gen im urspriinglichen

HLA-B1801 expression_opt pET3a Vektor ist dargestellt (Abb. 2).

GGC TCC CAC TCC ATG CGC TAC TTT CAC ACG TCC GIT TCT CGT
CCG GGT CGT GGT GAA CCG CGT TTC ATC TCC GIT GGC TAC GTG GAC GGT ACC CAG TTC
GTC CGC TTT GAC TCT GAC GCC GCA TCT CCG CGT ACT GAA CCA CGT GCC CCG TGG ATC
GAA CAG GAA GGT CCG GAA TAC TGG GAC CGC AAC ACC CAG ATC AGC AAA ACC AAC ACC
CAG ACC TAC CGT GAG TCT CTG CGC AAC CTG CGT GGT TAC TAC AAC CAG AGC GAA GCG
GGT AGC CAC ACT CTG CAG CGC ATG TAT GGC TGT GAC GTIT GGC CCG GAT GGT CGT CTG
CTG CGT GGT CAC GAT CAG TCT GCC TAC GAC GGC AAA GAC TAC ATC GCG CTC AAC GAG
GAC CTG TCT AGC TGG ACT GCA GCT GAT ACG GCT GCG CAG ATC ACC CAG CGT AAA TGG
GAA GCG GCA CGT GTIT GCT GAA CAG CTG CGT GCT TAC CTG GAG GGT ACT TGC GTG GAA
TGG CTG CGT CGT CAC CTG GAG AAC GGC AAA GAA ACC CTG CAG CGT GCA GAT CCA CCG
AAA ACC CAC GIT ACG CAC CAC CCG ATC TCC GAT CAT GAG GCA ACT CTG CGT TGC TGG
GCA CTG GGC TTC TAT CCG GCA GAG ATT ACC CTG ACC TGG CAG CGT GAT GGT GAA GAC
CAG ACC CAG GAC ACC GAA CTG GTA GAA ACT CGT CCG GCG GGT GAT CGT ACC TTC CAG
AAA TGG GCC GCT GIT GTA GTA CCG XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX
XX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX GAC CCG GGT TCT GGC TCT
CTG CAC CAC ATC TTC GAA GCG CAG AAA ATC GAA TGG CGT CAT CGC EEE

Abb. 2: Urspriingliche Sequenz fiir die rekombinante o-Kette HLA-B18 (HLA-B1801 expression_opt
pET3a Vektor). Sequenzen, die N-terminal entfernt wurden, sind durchgestrichen. Rot = neue Position fiir
Startcodon, XXX = Sequenz, die C-terminal hinzugefiigt worden ist, grau = Biotinylierungssequenz (siche
Kap. VI), schwarz = Stopcodon.

Die Verldngerung der Sequenz um 24 AS am C-Terminus hat sich an der HLA-B*180101-cDNA-
Sequenz orientiert. Die Informationen fiir die Sequenz von HLA-B*180101 wurden der IMGT/
HLA Database entnommen (Kap. 6, S. 111, Nr. 5). Zusitzlich wurde N-terminal ein Teil der
bestehenden Sequenz entfernt. Die neue Sequenz fiir HLA-B18 inclusion bodies wurde mit Hilfe
des Programms GenScript's OptimumGene™ codon optimization tool (Kap. 6, S. 111, Nr. 6) auf
den Codon Adaptation Index (CAI)-Wert gepriift. Um ausreichend Plasmid-DNA fiir folgende
Experimente zu erhalten, wurden 50 pl XL1 Blue Bakterien mit 1 ul HLA-B1801 expression_opt
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pET3a Vektors (Entelechon) wie folgt transformiert: Inkubation auf Eis (20 min), Hitzeschock bei
42°C (45 s), Inkubation auf Eis (2 min), Zugabe von 1 ml LB-Medium (ohne Antibiotika),
Inkubation bei 37°C (30 min), Zentrifugation (1500 rcf, 3 min, bei Raumtemperatur), Abnehmen
vom Uberstand, Ausplattieren von ca. 50 ul Bakteriensuspension auf LB-Amp-Agar-Platte,
Inkubation tiber Nacht (17 h bei 37°C). Zweimal 5 ml LB-Medium + je 5 pl Ampicillin
(100 mg/ml) wurden mit einer Kolonie angeimpft und tiber Nacht im Schiittler bei 37°C inkubiert.
Am nichsten Tag wurde eine Plasmidpréparation (Miniprip) durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA
wurde mit je 30 pl autoklaviertem ddH,O (addH,O) eluiert. Darauf folgend wurden drei Nested-
PCRs durchgefiihrt.

Nested-PCR 1
10 pl 10x Puffer + 2 pl ANTP Mix (10 mM) + 2 ul B18ib for 01 (20 uM) + 2 ul B18ib rev 01
(20 uM) + 1 pl Reprofast-DNA Polymerase + 81 pl addH,O. Pro Ansatz 49 pul + 1 pl Plasmid-
DNA (1:100 mit addH,O verdiinnt). Zykluszahl = Zz.
PCR-Programm: 94°C, 5 min

94°C, 30 s (Zz: 29)

65°C, 30 s (Zz: 29)

72°C, 1 min (Zz: 29)

94°C, 30 s

72°C, 10 min

4°C
Produkt nPCRO1

Nested-PCR 11

10 pl 10x Puffer + 2 ul ANTP Mix (10 mM) + 2 ul B18ib for 01 (20 uM) + 2 pl B18ib rev 02
(20 uM) + 1 pl Reprofast-DNA Polymerase + 81 pl addH,O. Pro Ansatz 49 pl + 1 pl Produkt
nPCRO1 (1:100, siche Nested-PCR 1)

PCR-Programm, sieche Nested-PCR I, Produkt nPCR02

Nested-PCR 111

10 pl 10x Puffer + 2 pul ANTP Mix (10 mM) + 2 pl B18ib for 01 (20 uM) + 2 pl B18ib rev 03
(20 uM) + 1 pl Reprofast-DNA Polymerase + 81 pl addH,O. Pro Ansatz 49 pl + 1 pl Produkt
nPCRO2 (1:100/1000 siehe Nested-PCR 1)

PCR-Programm, sieche Nested-PCR 1.

Produkt nPCRO3 wurde bei -20°C eingefroren und zu einem spéteren Zeitpunkt auf einem 0,8%
Agarosegel aufgetragen. Das entsprechende Fragment wurden nach dem Protokoll (QIAquick
GelExtraktion Kit) aus dem Gel extrahiert und in 50 pl addH,O eluiert. AnschlieBend wurde das
Fragment in den pGEM T Easy Vektor ligiert.
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Ligationsansatz (HLA-B18 Fragment pGEM T Easy Vektor)
1 ul T4 DNA-Ligase (Promega) + 3 ul PCR Produkt (HLA-B18 Fragment) + 1 ul pPGEM T Easy
Vektor (Promega) + 5 pl 2x Puffer (Promega): 1 h Inkubation bei Raumtemperatur.

Transformation von XL-1 Blue

25 ul Bakteriensuspension (Stratagene) wurden zum Ligationsansatz (10 pl) gegeben und 20 min
auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden Hitze-geschockt (45 s, 42°C) und 2 min auf Eis inkubiert.
I ml LB-Medium wurde zum Ansatz gegeben. Nach einer Inkubation von 30 min bei 37°C
wurden die Bakterien abzentrifugiert und auf einer LB-Amp-Agar-Platte ausplattiert. Am
niachsten Tag wurden Kulturen von 10 Klonen in jeweils 5 ml LB-Medium + je 5 ul Ampicillin
angeimpft und tiber Nacht im Schiittler bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Plasmid-
DNA isoliert (Miniprdp). Die Sequenzierung wurde durch die Firma Eurofins MWG Operon
durchgefiihrt (T7 und SP6 Primer). Aufgrund von Punktmutationen wurden Mutagenesen mit
QiaChange II Site-Directed Mutagenesis Kit durchgefiihrt.

Mutagenese I
13,8 ul Mut01B18ibfor Primer (= 125 ng) + 14,3 ul Mut01B18ibrev Primer (= 125 ng) + 5,0 ul
10x Puffer + 2,0 pl Plasmid-DNA (1:100) + 1,0 ul dNTP Mix (Stratagene) + 14,0 ul addH,O +
1,0 ul PfuUltra (Stratagene). Zykluszahl = Zz.
Programm: 95°C, 30 s

95°C, 30 s (Zz: 20)

55°C, 1 min (Zz: 20)

68°C, 8 min 20 s (Zz: 20)

4°C

2 min auf Eis

+ 1 pl Dpn I (Stratagene), mischen
1 h Inkubation bei 37°C, es folgte eine Transformation (sieche oben) von 50 pl XL-1 Blue mit 1 pl
vom Dpn I Verdau. Die Bakterien wurden anschlieBend auf einer LB-Amp-Agar-Platte
ausplattiert. Fiir eine erneute Plasmid-Isolierung wurden Bakterienkulturen, wie oben bei
Transformation von XL-1 Blue E.coli beschrieben, von mehreren Klonen angesetzt. Fiir fiinf

Klone wurden Sequenzierungen mit dem Primern T7 und SP6 durchgefiihrt.

Sequenzierung
T7 Mastermix: 3wl T7 Primer (10 uM) + 30 pl addH,O + 12 pl BDmix
SP6 Mastermix: 6 ul SP6 Primer (5 uM) + 27 ul addH,0 + 12 pl BDmix

Je 7,5 pl von jedem Mastermix (fir T7 und SP6 getrennte Ansétze) und je 2,5 pl von der
jeweiligen Plasmid-DNA wurden pro Tube pipettiert. Zykluszahl = Zz.
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Programm: Deckel: 110°C
95°C, 30 s (Zz: 35)
55°C, 30 s (Zz: 35)
60°C, 4 min (Zz: 35)
8°C o0
Die Produkte wurden aufgereinigt (illustra Autoseq™ G-50 columns), Denaturierung der DNA
erfolgte bei 95°C (2 min), danach ca. 5 min auf Eis, es folgte die Sequenzierung. Ein positiver

Klon wurde in Mutagenese Il verwendet.

Mutagenese 11

13,6 pl Mut02B18ibfor Primer (= 125 ng) + 13,6 pl Mut02B18ibrev Primer (= 125 ng) + 5,0 ul
10x Puffer + 2,0 pl Plasmid-DNA (1:100) + 1,0 ul ANTP Mix (Stratagene) + 14,8 ul addH,O +
1,0 ul PfuUltra (Stratagene)

Programm, siche Mutagenese |

2 min auf Eis

+ 1,0 pl Dpn I (Stratagene), mischen

1 h Inkubation bei 37°C, es folgte eine Transformation von XL-1 Blue mit 1 pl vom Dpn I
Verdau. Die Bakterien wurden anschlieend auf einer LB-Amp-Agar-Platte ausplattiert. Fiir eine
erneute Plasmid-Isolierung wurden Bakterienkulturen angesetzt. Fir fiinf Klone wurden

Sequenzierungen mit dem Primern T7 und SP6 durchgefiihrt.

Verdau vom HLA-B18 Fragment pGEM T Easy Vektor und pET3a Vektor (Entelechon)
Fiir jedes Plasmid gilt:

20 pl Plasmid-DNA + 60 U Sma I + 3 ul Puffer 4 + 4 pl addH,O, 2,5 h Inkubation bei
Raumtemperatur, danach + 6 ul addH,O + 20 U Nde I jede 0,5 h zugeben, insgesamt viermal.
Nach dem Restriktionsverdau wurde beim pET3a Vektor zusitzlich 1 pl Calf Intestinal Alkaline
Phosphatase zugegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde ein 0,9% Agarosegel
vorbereitet und die beiden Proben wurden aufgetragen. Die entsprechenden Fragmente wurden
aus dem Gel isoliert und aufgereinigt (Agarose Gel DNA Extraction Kit, Roche). Die jeweiligen
Fragmente wurden in jeweils 10 pl (HLA-B18-Fragment) bzw. 20 pl (pET3a-Fragment)
Elutionspuffer (Agarose Gel DNA Extraction Kit, Roche) eluiert.

Ligationsansatz fiir HLA-B18 pET3a

1 ul T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) + 1 ul 10x T4 DNA-Ligase Puffer (New England
Biolabs) + 5 ul HLA-B18-Fragment + 1 pl pET3a-Fragment + 2 ul addH,O.

Der Ansatz wurde tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und darauthin bei -20°C eingefroren.
XL1 Blue Bakterien wurden mit dem Ligationsansatz transformiert. Es wurden Bakterienkulturen

angesetzt und die Plasmid-DNA isoliert (Miniprdp) mit anschlieBenden Sequenzierungen mit dem
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T7 (10 uM) und T7term (10 puM) Primern. Die Plasmid-DNA (HLA-B18 pET3a) von einem

positiven Klon wurde im Induktionstest verwendet.

Induktionstest

Um die Induktion und Produktion von inclusion bodies zu testen, wurden Induktionstests
durchgefiihrt. Der HLA-B18 pET3a Vektor wurde zur Transformation von BL21(DE3) pLysS
E.coli verwendet. Dazu wurden 50 pl Bakteriensuspension mit 1 pul vom HLA-B18 pET3a Vektor
transformiert und auf einer LB-Amp-Camp-Agar-Platte ausplattiert. Es wurden Bakterienkulturen
angeimpft und tiber Nacht im Schiittler bei 240 rpm und 36,5°C inkubiert. Am folgenden Tag
wurde mit den Kulturen Miniprdps durchgefiihrt. Die Plasmid-DNA wurde in 50 pl addH,O
eluiert. Das ausgefallene Protein-Pellet fiir einen E.coli-Klon (transformiert mit HLA-B18 pET3a)
wurde aufgehoben (Negativkontrolle). Ein kleiner Anteil dieser Bakterienkultur (0,75 ml) wurde
in ein neues Gefdf} tiberfiihrt und es wurden weitere 4,25 ml LB-Medium zugegeben. Die ODgq
betrug 0,503. Diese Kultur wurde mit 1,25 pl IPTG (1 M) induziert und 5 h im Schiittler bei
36,5°C inkubiert. Anschlieend wurde mit dieser Probe ein Miniprép durchgefiihrt. Das Protein-
Pellet wurde aufgehoben. Beide Pellets wurden iiber Nacht in 100 pl Harnstoffpuffer bei 4°C
inkubiert. Eine weitere Bakterienkultur fiir den gleichen Klon wurde angesetzt. Es wurde erneut
ein Induktionstest, wie oben beschrieben (hier IPTG-Zugabe bei ODgg9 = 0,490) durchgefiihrt. Die
Bakterien wurden zentrifugiert und in 30 pl PBS aufgenommen. Es wurde ein SDS-PAGE
vorbereitet und jeweils 10 pl der in Harnstoffpuffer gelosten Proben sowie 3 upl vom
Bakterienpellet mit jeweils 10 pl Ladepufter 5 min bei 95°C erhitzt und anschlieBend auf das Gel
aufgetragen. Die Proteinproben wurden ca. 1,5 h bei 200 V und 50 mA aufgetrennt und das Gel
tiber Nacht in Coomassie R gefiarbt. Am folgenden Tag wurde das Gel entférbt.

2.13 Riickfaltung von HLA-B18 MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexen

2.13.1 Inclusion bodies (rekombinante a-Kette HLA-B18)
Kiivetten, Glasgefalle: Plastikmikrokiivetten (Sarstedt), Quarzmikrokiivette (Hellma),
Glashomogenisator mit Kolben, Glasflaschen (Schott)

Marker, Enzyme: SmartLadder (Eurogentec), DNase I 10 mg/ml (Roche)

Kit: Qiaprep spin Miniprep Kit (Qiagen)

Sonstiges Material: 1 M IPTG (Peqlab) in H,O, Aufbewahrung bei -20°C, 1 M MgCl,
(Merck) in ddH,0, Reaktionsgefia3e (Eppendorf)

Antibiotika: 1000x Ampicillin (Amp) (Roth) 100 mg/ml in ddH,O, 1000x

Chloramphenicol (Camp) (Sigma-Aldrich) 34 mg/ml in 99%
Ethanol (Merck), bei beiden Aufbewahrung bei -20°C
LB-Agar-Platten: LB-Amp-Camp-Agar-Platten (Kap. 2.12, S. 25)
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E.coli-Stamme: BL21(DE3) pLysS, fiir Transformation mit dem Expressionsvektor
HLA-B18 pET3a
Vektor: HLA-B18 pET3a. Bei dem zu exprimierenden Protein handelt es

sich um eine modifizierte Form der HLA-a-Kette HLA-B*1801
(Methionin + a;-03 ohne AS 275-338, mit Biotinylierungssequenz
(siehe Kap. VI) am Carboxy-Terminus).

LB-Medium: 10 g/l Trypton Pepton (Difco), 5 g/l Bacto Yeast Extract (Difco),
10 g/l NaCl (Merck), autoklaviert

Triton-Waschpuffer (TWP): 50 mM Tris pH 8,0 (Sigma-Aldrich), 100 mM NaCl (Merck),
0,5% Triton X 100 (Roth), 1 mM DTT (Sigma-Aldrich), | mM
EDTA (Roth), 0,01% Natriumazid (Merck)

Resuspensionspuffer (RP): 50 mM Tris pH 8,0 (Sigma-Aldrich), 100 mM NaCl (Merck),
I mM DTT (Sigma-Aldrich), 1 mM EDTA (Roth), 0,01%
Natriumazid (Merck)

Harnstoffpuffer (HP): 8 M Harnstoff (Roth), 10 mM Tris pH 8,0 (Sigma-Aldrich),
100 mM NaH,PO, (Merck), 0,1 mM EDTA (Roth), 0,1 mM DTT
(Sigma-Aldrich), Aufbewahrung als Stammlésung mit ,,Duolite*
Indikatorharz (Merck), Filtration direkt vor Gebrauch.

Gerdite: UV/Visible Spektrometer Ultraspec 3000 (Pharmacia, Biotech),
Schiittler (Infors), Ultraschallgerdt (Branson Sonifier 250),
Zentrifuge Sorvall RC 5C Plus mit Rotor SS-34 und SLA 3000,
N»-Druckgasflasche (AGA Gas GmbH)

BL21(DE3) pLysS E.coli wurden mit dem HLA-B18 pET3a Vektor transformiert und auf eine
LB-Amp-Camp-Agar-Platte ausplattiert. Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37°C. Die Platte
wurde bis zum Animpfen der Vorkultur bei 4°C aufbewahrt. Eine kleine Vorkultur mit 5 ml LB-
Medium (+ 5 pl 1000x Amp + 5 pl 1000x Camp) wurde mit einer Kolonie angeimpft und tiber
Nacht bei 36,5°C und 250 rpm im Schiittler inkubiert. Die kleine Vorkultur wurde in ein groBeres
Vorkulturgefd3 mit 500 ml LB-Medium (+ 0,5 ml 1000x Amp + 0,5 ml 1000x Camp) tiberfiihrt.
Inkubation erfolgte im Erlenmeyerkolben iiber Nacht bei 36,5°C im Schiittler bei 180 rpm. 4 1
LB-Medium (GroBkultur) wurden in Erlenmeyerkolben verteilt und es wurde Antibiotika
zugegeben (+ 4 ml 1000x Amp + 4 ml 1000x Camp). Aus der Vorkultur (500 ml) wurde die
GroBkultur mit je 15 ml angeimpft und weiter bei 36,5°C, 180 rpm im Schiittler inkubiert. Zur
ODgpo-Messung wurden Proben aus der GroBkultur entnommen. Die Inkubation wurde
unterbrochen als die ODgy = 0,804 betrug. 0,5 ml IPTG (1 M) wurde pro 1 I in jedes Gefil3
gegeben und 4 h bei gleichen Bedingungen weiter inkubiert. Die Bakterienkultur wurde bei 4°C
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20 min lang bei 5000 rpm abzentrifugiert (Rotor SLA 3000). Das Bakterienpellet wurde in PBS
aufgenommen. Der Probe wurde DNase [ (Endkonzentration: 10 pg/ml) und MgCl,
(Endkonzentration: 10 mM) zugegeben. Lagerung erfolgte bei -80°C. Zur weiteren Bearbeitung
wurde die Probe aufgetaut, DNase I und MgCl, zugegeben, ca. 2 min mit Ultraschall (Einstellung
Output 5, Cycle 50%) behandelt. Dieser Vorgang wurde wiederholt (+ weitere 2 min Ultraschall).
Die Bakterienlysate werden bei 15000 rpm und 4°C 20 min lang zentrifugiert (Sorvall SS-34). Die
Pellets wurden zweimal mit TWP resuspendiert, im Glashomogenisator homogenisiert und
20 min lang und 15000 rpm bei 4°C zentrifugiert, bis das Pellet eine weille Farbe erhielt. Die
inclusion bodies wurden in kaltem RP aufgenommen und wieder homogenisiert und
abzentrifugiert. Jedes Mal wurde die dunkle Schicht entfernt. Die zwei Pellets wurden in jeweils
10 ml HP aufgenommen. Anschielend wurden die Proben iiber Nacht im Kiihlraum rotiert. Am
nichsten Tag erfolgte eine erneute Zentrifugation. Die Proben wurden in einen 50 ml Rohrchen
gesammelt. Mit Hilfe des Bradford-Tests (Kap. 2.13.3, S. 35) wurde die Proteinkonzentration

ermittelt und die Losung mit 8 mg Protein pro Rohrchen aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

2.13.2 HLA-B18 MHC-Klasse-I-Peptid-Tetramere

Rohrchen: 1,5 ml Lichtschutz-Reaktionsgefial3 (Eppendorf)

Filtration: Amicon 400 ml Rihrzelle (Millipore), Amicon Ultra-15
Ultrafiltrationseinheit Ultracel-10K mit regenerierter Cellulose
(Millipore), Membran fiir Riithrzelle 76 mm Dia NMWL 10000 mit
regenerierter Cellulose (Millipore), Steritop 250 ml (Millipore)

Enzyme, Proteine: a-Kette HLA-BI8 (8 mg Aliquots), P,-Mikroglobulin (7 mg
Aliquots), synthetisches Peptid (ca. 2-8 mg) 10 mg/ml in DMSO
(Merck), Streptavidin-PE 1 mg/ml (Invitrogen), BirA Ligase

Sonstiges Material: 1000x Leupeptin (Roche) 1 mg/ml in ddH,O als 250 pl-Aliquots
bei -80°C, 1000x Pepstatin (Roche) 0,7 mg/ml in Methanol
(Merck), 250 pl-Aliquots bei -80°C, 1000x PMSF (Sigma-Aldrich)
200 mM in Methanol (Merck), 250 pl-Aliquots bei -80°C,
oxidiertes Glutathion (Sigma-Aldrich), reduziertes Glutathion
(Sigma-Aldrich), ATP (Sigma-Aldrich) 100 mM in H,0
(eingestellt auf pH 7,0, 300 pl-Aliquots bei -80°C), D-Biotin
(Sigma-Aldrich) 100 mM in 200 mM Tris Base als 250 pl-Aliquots
bei -80°C, 1 M MgCl, (Merck), 10% Natriumazid (Merck), 1 M
Tris (Sigma-Aldrich) pH 8,0 bei 25°C eingestellt, Roti-Nanoquant
(Roth) als Arbeitslosung frisch 1:5 in ddH,O verdiinnt, 1/10 ml
Spritze (Becton Dickinson), Kaniilen 26G (Braun)
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TBS: 20 mM Tris (Sigma-Aldrich), 150 mM NaCl (Merck) auf pH 8,0
eingestellt mit HCl (Merck) bei 10°C, Sterilfiltration und
Autoklavierung

Riickfaltungspuffer: 17,42 g L-Arginin freie Base (Sigma-Aldrich), 5,95 g HEPES

(Roth), 1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 (Roth), 21 ml ddH,O l6sen mit
einem Magnetrithrer bei 10°C wurde mit konzentrierter HCI ein
pH-Wert von 7,76 eingestellt, anschlieBend mit ddH,O auf 250 ml
aufgefiillt, steril filtriert und autoklaviert, Lagerung im Kiihlraum

Injektionspuffer (IP): 3 M Guanidinium HCI (Fluka), 10 mM Natriumacetat (Sigma-
Aldrich), 10 mM EDTA (Roth) mit HCL auf pH 4,2 eingestellt und
aliquotiert, bei -20°C gelagert

Harnstoffpuffer (HP): 8 M Harnstoff (Roth), 10 mM Tris pH 8,0 (Sigma-Aldrich),
100 mM NaH,PO, (Merck), 0,1 mM EDTA (Roth), 0,1 mM DTT
(Sigma-Aldrich), Aufbewahrung als Stammlosung mit ,,Duolite*
Indikatorharz (Merck), Filtration vor Gebrauch

Programme: Unicorn 4.00

Gerite: AKTA purifier (Unicorn) mit Siule HiLoad, 26/60 Superdex 200
prep grade (Biotech), Fraktionssammler Frac-950 (Amersham
Pharmacia Biotech) und UV-Detektor (Pharmacia)

Unter Rithren wurden 385 mg reduziertes Glutathion, 77,7 mg oxidiertes Glutathion und 250 pl
1000x PMSF, die Peptidlosung, 8 mg MHC a-Kette (auf 20 mg/ml mit HP verdiinnt + 700 pl IP),
7 mg B,-Mikroglobulin (+ 780 pl IP) dem Riickfaltungspuffer zugegeben. Es folgten zwei
Zugaben 8 mg der MHC a-Kette in Abstdanden von 4,5 bis 24 h. Der Riickfaltungspuffer wurde im
Schiittler bei 100 rpm (Multitron, Infors) im Kiihlraum geschiittelt. Die Losung wurde durch einen
Vakuumfilter filtriert. Eine Amicon-Riihrzelle mit einer Membran aus regenerierter Cellulose
wurde vorbereitet. Die filtrierte Losung wurde auf ca. 20 ml bei ca. 60 psi aufkonzentriert. Das
Retentat und das Permeat wurden gesammelt. Die Aufbewahrung erfolgte im
Kiihlraum/Kiihlschrank. Mit dem Permeat wird eine zweite Riickfaltungsphase durchgefiihrt. Die
oben beschriebene Prozedur des ersten Riickfaltungsabschnitts wurde wiederholt (ohne Zugabe
von Peptid sowie der beiden Formen von Glutathion). Eine zweite Aufkonzentrierung folgte. Das
Retentat wurde bei 4°C fiir 5 min bei 4000 rcf zentrifugiert und in einer Amicon Ultra-15
Ultrafiltrationseinheit auf ca. 5 ml bei 4°C und 4000 rcf aufkonzentriert. Optimalerweise wurde
das Retentat nochmals bei 4°C, 4000 rcf fiir 5 min zentrifugiert bevor die Probe zur Auftrennung
der Fraktionen auf eine Sdule (HiLoad 26/60 Superdex 200 prep grade) gegeben wurde. Die

Auftrennung erfolgte mit einem AKTASystem bei einer Flussrate von 3 ml/min. Die Fraktionen
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zwischen 100 ml und 200 ml wurden im Fraktionssammler eingefangen. Der Monomer-Peak (ca.
40 bis 50 ml Gesamtvolumen) wurde gesammelt. Bei 40 ml Volumen wurden je 40 pl von 1000x
PMSF, 1000x Leupeptin und 1000x Pepstatin der Probe zugegeben. Die Losung wurde in einer
Amicon Ultra-15 Ultrafiltrationseinheit auf 5 ml aufkonzentriert. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt fiir 5 min bei 4°C und 4000 rcf. Bei einem Volumen von 5 ml wurden
400 pl Tris (1 M) pH 8,0 (25°C), 25 ul MgCl, (1 M), 250 ul ATP (100 mM), 9,3 ul BirA Ligase
(1 mg/ml) und 28,5 pl D-Biotin (100 mM) zugegeben. Die Losung wurde gut durchgemischt. Die
Inkubation erfolgte tiber Nacht im Wasserbad bei 27°C. Hiernach wurde die Probe bei 4000 rcf
und 4°C fiir 5 min zentrifugiert und eine zweite Auftrennung mit Hilfe eines AKTASystems
durchgefiihrt. Der Peak fiir das biotinylierte Monomer wurde gesammelt. Bei einem Volumen von
45 ml wurde 45 pl 1000x PMSF, 45 ul 1000x Leupeptin und 45 pl 1000x Pepstatin, sowie 360 pl
Natriumazid (10%) und 180 ul EDTA (500 mM) zugegeben. Das biotinylierte Monomer wurde in
einer Amicon Ultra-15 Ultrafiltrationseinheit auf 200 bis 700 pl aufkonzentriert. Mit einer
Proteinbestimmung nach Bradford ermittelte man die Proteinkonzentration der Probe. Die
Monomeraliquots wurden zu je 25 pg oder 50 pg in gekennzeichneten Lichtschutz-Rohrchen
aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt. Fiir eine Tetramerisierung wurde die gewiinschte Menge an
MHC-Peptid-Monomer aufgetaut und im Kiihlraum mit Streptavidin-PE-Konjugat (10 Zugaben)

versetzt. Bei 50 ug Monomer wurden insgesamt 78,5 pg Streptavidin-PE eingesetzt.

2.13.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Platten: 96-Well-Flachbodenplatte (Greiner Bio-One)

Protein-Assay: Roti-Nanoquant (Roth), BSA (Sigma-Aldrich) als ,,BSA;*“
0-100 pg/ml in 8 M Harnstoffpuffer bzw. ,,BSA,“: 0-80 pg/ml in
TBS-0,01% Natriumazid, aliquotiert und bei -20°C gelagert

Programme: Softmax Pro 2.1.0

Gerdite: Spectra Max 340 (Molecular Devices),

Um den Bradford-Test durchzufiihren, wurde eine 96-Well-Flachbodenplatte mit Standard- und
Probenlosungen vorbereitet. Die Probenlosung wurde 1:50 und 1:100 in der entsprechenden
Losung verdiinnt. In die ersten sechs Wells wurden die Standardlosungen von (0, 20, 40, 60, 80
und 100) pg/ml BSA, mit je 50 pl pipettiert. Die vorbereiteten Verdiinnungen der zu untersuchten
Probe wurden als Triplikate (50 pl pro Well) pipettiert. Mit einer Multikanalpipette wurden 200 pl
der Roti-Nanoquant-Losung (1:5 mit ddH,O) in alle Wells pipettiert und kurz gemischt.
Luftblasen wurden gegebenenfalls entfernt. Nach einer Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur
folgte die Messung. Fiir die Bestimmung der Proteinkonzentration von inclusion bodies der

rekombinanten o-Kette HLA-B18 wurde die Probe 1:200 und 1:400 verdiinnt. Fiir die
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entsprechende Standard-Regressionsgerade wurden Standardlésungen von (0, 20, 40, 60 und

80) pg/ml BSA| mit je 50 pl pipettiert.

2.14 EXx vivo Tetramerfirbung (MHC-Klasse-I)

Platten: 96-Well-Rundbodenplatte (Corning)

Sonstiges Matierial: FACS-Flow, FACS-Safe, FACS-Rinse, 5 ml FACS-Rohrchen
(Becton Dickinson), Spritze 50 ml (Becton Dickinson), Sterilfilter
0,22 um (Corning)

FACS-Fix: FACS-Puffer PFEA mit 1% Formaldehyd (Fluka)

BSA-FACS-Puffer (PBEA): PBS mit 0,5% BSA (Sigma-Aldrich), 2 mM EDTA (Roth), 0,01%
Natriumazid (Merck)

Tetramer-Féarbepuffer: 50% PBS Dulbecco’s, 50% FCS (PAA) 30 min bei 56°C Hitze-
inaktiviert, 2 mM EDTA (Roth), 0,01% Natriumazid (Merck),
filtriert

FACS-Puffer (PFEA): PBS Dulbecco’s, 2% FCS (PAA) 30 min bei 56°C Hitze-
inaktiviert, 2 mM EDTA (Roth), 0,01% Natriumazid (Merck)

Programme: FACS Diva und FlowJo 7.6.1, StarOffice 7, SigmaPlot 2001

Gerdite: FACSCanto II (BD Biosciences)

Die Farbung wurde ex vivo auf Eis in 96-Well-Rundbodenplatten durchgefiihrt. Alle
Zentrifugationsschritte waren identisch (3 min bei 2100 rcf und 4°C). Die Proben wurden
aufgetaut und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 5x10° Zellen pro Well verteilt.
Hiernach erfolgte eine Farbung mit Aqua Life/Dead zur Unterscheidung von lebenden und toten
Zellen. Der Farbstoff wurde in PBS verdiinnt. Die Zellen wurden in 75 pl dieser Losung
resuspendiert und fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und anschlieBend mit Antikorpern gegen Oberflichenmarker gefirbt. Die Antikérper wurden
entsprechend den Angaben in Tab. 6 in PBEA verdiinnt. 50 pl der Losung wurde pro Probe zur
Farbung eingesetzt. Die Inkubation erfolgte bei 4°C, 15 min lang. Die Zellen wurden mit PBEA
gewaschen. PE-Tetramere wurden in Tetramer-Farbepuffer auf 5 pg/ml verdiinnt (berechne aus
p Monomer) und 1 min bei 14000 rpm (Zentrifuge 5417C) abzentrifugiert. Pro Farbung wurden
50 pl Tetramerlosung verwendet. Die Inkubation erfolgte 30 bis 35 min bei 4°C. Danach wurden
die Zellen mit PFEA gewaschen und in FACS-Fix-Losung aufgenommen. Die Messung erfolgte
entweder im Anschluss an die Farbung oder innerhalb der nichsten Woche (Aufbewahrung bei
4°C). Die Messungen wurden am FACSCanto II durchgefiihrt. Fiir die Kompensation wurden
ungefirbte und einfach gefirbte Zellen oder spezielle Beads (Kap. 2.16, S. 38) verwendet. Die
Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms FlowJo 7.6.1.
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Tab. 6: Liste der Antikorper, die fiir die Tetramerfirbungen verwendet wurden

Antilorper Hersteller Verdinnung
Anti-Human CDE PC7 737661, Beckrman Coulter 1:100
Anti-Fuman CDE PerCP 345774, Bector: Dickinson 3 W protest
Anti-Hurnan CDE PE 21270084, Imrmunotools 1:200
Anti-Fuman CD3 Pacifc Blue | 300417, Biolegend 1:100
Anti-Human CD4 APCCy7 557871, BD Pharmingen 1:100
Anti-Human CD4 FITC HlonHP2/e * 1:200
Ant-Human CD45EO FITC 555492, BD Pharmingen 1:5
Anti-Hurmnan CCRT AFS47 5577334, BD Pharmingen 1:20
Aqua Live/Dead 134957, Invitrogen I;Z;Sr[)

1:400

* = [198]

Tetramerfirbung zur Detektion der Herabregulation vom TCR

Die kryokonservierte Probe Leuka02 wurde am Vortag aufgetaut und zweimal mit PBS
gewaschen und in 10% Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden pro Well mit 2x10’
Zellen und 2 ml in einer 6-Well-Platte verteilt und tiber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
Am folgenden Tag wurden die Zellen aus der Kultur genommen und zweimal mit PBS gewaschen
und gezihlt. Die Zellen wurden in 2% Kulturmedium aufgenommen und mit 200 pl und ca. 5x10°
Zellen pro Well in einer 96-Well-Platte verteilt. Jede 0,5 h wird 1 pl von der Peptidlosung
(SELEIKRY), I mg/ml, zugegeben. Die Endkonzentration betrug 5 pg/ml. Als Kontrollen wurden
HIV-Peptid und DMSO-L6sung (Endkonzentration wie bei Peptidaliquots) eingesetzt. Die Zellen
wurden bei Peptidgabe kurz gemischt und bei 1500 rcf, 4°C, 2 min lang zentrifugiert.
AnschlieBend wurde eine Tetramerfirbung durchgefiihrt. AuBler HLA-B18-SELEIKRY-PE
wurden bei der Fiarbung CD8 PC7, CD4 FITC und CD3 PacificBlue und Aqua Live/Dead
eingesetzt. Flir Messung und Analyse sieche S. 36.

2.15 Expansion von Epitop-spezifischen T-Zellen durch Stimulation mit
synthetischen Peptiden fiir die Untersuchung mittels intrazellulirer
Zytokinfirbung

Platten: 96-Well-Rundbodenplatte (Costar)
Zytokine: IL-2 (Novartis), Lagerung bei -20°C
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Sonstiges Material: synthetische Peptide (1 mg/ml) in sddH,O 10% DMSO (Merck),
PBS ohne Ca*/Mg?" (Lonza), PBMC-Proben, Spritze 50 ml
(Becton Dickinson), Sterilfilter 0,22 um (Corning)

Peptid-Platte: 96-Well-Rundbodenplatte (Corning) mit Peptidaliquots (5%
Kulturmedium mit 3 pg/ml Peptid pro Well), Autbewahrung bei
-80°C und -20°C

Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 5% Humanserum (Lonza) 30 min bei

(5%) 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza),
25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 50 uM B-Mercaptoethanol
(Roth), steril filtriert

Die PBMC-Proben wurden aufgetaut und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden gezdhlt und in
5% Kulturmedium aufgenommen. Die Zellen wurden zu 3 bis 5x10° Zellen pro Well bei 96-Well-
Platten verteilt. Das Medium enthielt IL-2 zu einer Endkonzentration von 300 U/ml und das
Peptid wurde zu einer Endkonzentration von 1 pg/ml zugegeben. Eine erneute Stimulation
erfolgte einmal pro Woche mit den gleichen Endkonzentrationen fiir IL-2 und den in der
Stimulation eingesetzten Peptiden. Nach drei erfolgten Stimulationen wurde ca. eine Woche

spéter eine intrazelluldre Zytokinfirbung durchgefiihrt.

2.16 Intrazellulire Zytokinfirbung

Platten und Rohrchen: 5 ml FACS-Rohrchen (Becton Dickinson), 0,5 ml FACS-
Rohrchen (Greiner Bio-One), 96-Well-Rundbodenplatte (Corning),
6-Well-Flachbodenplatte (Falcon)

Sonstiges Material: synthetische Peptide gelost in sddH,O mit 10% DMSO (Merck)
1 mg/ml, Lagerung bei -80°C oder -20°C, 10 pg/ml PMA (Sigma-
Aldrich), 1 mM Ionomycin (Sigma-Aldrich), Brefeldin A (Sigma-
Aldrich) 1 mg/ml in IMDM-Medium (Lonza) 20% Ethanol pro
Analysis  (Merck), BD  GolgiStop™ (BD Biosciences),
Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences), Anti-Rat Ig, k / Anti-Mouse
Ig, k / Negative Control (FBS*) Compensation Particle Set (BD
Biosciences), ArC reactive beads Component A (Invitrogen),
Live/Dead Fixable Dead Cells Stain Kit (Invitrogen), PBS
Dulbecco’s, FACS-Clean, FACS-Rinse, FACS-Flow, Sterilfilter
0,22 pum (Corning), Spritze 50 ml (Becton Dickinson)

Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 10% Humanserum (Lonza) 30 min bei

(10%) 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza),
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25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 50 uM B-Mercaptoethanol
(Roth), steril filtriert
Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 2% Humanserum (Lonza) 30 min bei
2%) 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza),
25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 50 uM B-Mercaptoethanol
(Roth), steril filtriert

Perm/Waschlosung: PBS Dulbecco’s, 0,1% Saponin (Sigma-Aldrich), 0,5% BSA
(Sigma-Aldrich), 0,01% Natriumazid (Merck)

FACS-Puffer 1 (PFEA): PBS Dulbecco’s, 2% FCS (PAA), 30 min bei 56°C Hitze-
inaktiviert, 2 mM EDTA (Roth), 0,01% Natriumazid (Merck)

FACS-Puffer 2 (PBEA): PBS Dulbecco’s, 0,5% BSA (Sigma-Aldrich), 2 mM EDTA
(Roth), 0,01% Natriumazid (Merck)

FACS-Fix: FACS-Puffer PFEA mit 1% Formaldehyd (Fluka)

Programme: FACS Diva und FlowJo 7.6.1, Cell Quest Pro / Pro II, StarOffice 7,

Microsoft Excel

Gerite: FACSCanto II (BD Biosciences), FACSCalibur (BD Biosciences)

Die Farbungen wurden entweder nach einer Stimulation oder direkt ex vivo durchgefiihrt. Fiir die
ex vivo Farbung wurden die Zellen am Vortag aufgetaut, mit PBS gewaschen und in 10%
Kulturmedium mit 107 Zellen pro 1 ml in 6-Well-Flachbodenplatten aufgenommen. Am nichsten
Tag wurden die Zellen mit IMDM-Medium gewaschen und bei 1600 rcf, 6 min, bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zellen wurden in 2% Kulturmedium aufgenommen und mit
100 pl und maximal ca. 4x10° Zellen pro Well verteilt. Danach wurden Peptide (Endkonzentration
1 pg/ml) sowie die Negativ- und die Positivkontrolle (HIV-Peptid, PMA-Ionomycin) mit 50 pl
pro Well zugegeben. Dabei wurde 1,5 pl von lonomycin und 7,5 pul PMA in 0,5 ml Kulturmedium
pipettiert. Von diesem Ansatz wurde 50 pl pro Well fiir Positivkontrollen pipettiert. In jedes Well
wurde der CD107a FITC Antikorper und Brefeldin A (1,5 pl pro 150 pl Finalvolumen) pipettiert.
Danach wurden die Proben gut durchgemischt und die Platte bei 1500 rcf und Raumtemperatur
2 min lang zentrifugiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO; fiir 4 bis 5 h. Hiernach
erfolgte die Zugabe von 50 ul PBS und die Platte wurde 3 min bei 2100 rcf und 4°C zentrifugiert.
Die folgenden Zentrifugationsschritte waren identisch. Die Zellen wurden nochmals mit PBS
gewaschen. Im Anschuss erfolgte eine Farbung mit Aqua Life/Dead zur Unterscheidung von toten
und lebenden Zellen. Der Farbstoff wurde in PBS verdiinnt. Die Zellen wurden in 75 ul dieser
Losung resuspendiert und fiir ca. 20 min bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden mit PBS
gewaschen und anschieBend erfolgte eine Fiarbung gegen Oberflichenmarker. Die Antikérper

wurden in PBEA verdiinnt. 50 pl der Losung wurde pro Probe zur Fiarbung eingesetzt. Die
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Inkubation erfolgte wieder bei 4°C, 15 min lang. Die Zellen wurden mit PBEA gewaschen und
mit 100 pl Cytofix/Cytoperm pro Well gemischt. Inkubationsdauer betrug 20 bis 30 min bei 4°C.
Anschlieend wurden die Zellen mit Perm/Waschlosung gewaschen und mit Antikérpern gegen
intrazelluldre Marker gefirbt. Alle Marker wurden in Perm/Waschlosung entsprechend der Tab. 7
verdiinnt und mit 50 pl der Losung pro Probe eingesetzt. Inkubation dauerte 30 min bei 4°C.
Danach wurden die Proben einmal mit Perm/Waschlosung und einmal mit PFEA gewaschen.

AnschlieBend wurden die Zellpellets fuir die Messung in 200 ul FACS-Fix aufgenommen.

Tab. 7: Liste der Antikdrper, die fiir die intrazellulire Zytokinfirbung verwendet wurden

Antikérper Hersteller Verdinnung
Anti-Humean CD3 PerCPE 345774, Becton Dickinson 3 plprotest
Ant-Human CDE PCY 737661, Beckman Coulter 1:100
Ant-Human CD4 APCCy7 557871, BD Pharmingen 1:100
Ant-Human IFNy PECY7 557844, BD Pharmingen 1:400
Anti-Human IFy FITC 554700, BD Pharmingen 1:200
Anti-Human THFa Pacifc Blue 502920, BioLegend 1:120
Anti-Human MIP-1p APC 560686, BD Pharmingen 1:100
Anti-Human I.-2 PE 554566, Becton Dickinzon 1:130
Ant-Human CD107a FIT'C 555800, BD Pharmingen 1:100
Aqua Live/Dead 134957, Invitrogen lc;igro

1:400

Firbung von T-Zell-Klonen

Bei der Testung von Klonen wurden nur geringe Zellzahlen (50 pl aus 96-Well pro Test)
eingesetzt. Es folgte ein Waschschritt mit IMDM-Medium (2100 rcf, 3 min, Raumtemperatur).
Die Inkubationszeit mit Peptid betrug 5 bis 6 h. Bei diesen Farbungen, wurden nur die IFNy FITC
und CD8 PC7 Antikorper eingesetzt. Es wurde keine Aqua Life/Dead Farbung durchgefiihrt. Bei
einigen Firbungen wurde neben Brefeldin A auch BD GolgiStop™ (1:1500) eingesetzt. Zur
Messung wurden die Zellen in 100 bis 150 ul FACS-Fix aufgenommen.

Féarbung nach Expansion durch Stimulation mit synthetischen Peptiden
Pro Test wurden 50 ul der Zellen in Kultur in eine neue 96-Well-Platte tiberfiihrt. Die Proben

wurden mit PBS gewaschen. Die Proben wurden abzentrifugiert (2100 rcf, 3 min,
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Raumtemperatur). Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellpellets wurden in 50 pl
2% Kulturmedium aufgenommen. Es wurden 50 pl von der Peptidlosung (Peptid-Platte,
5% Kulturmedium) zugegeben. Als Negativkontrolle wurde Medium verwendet. Pro Well wurden
1,5 pl Brefeldin A eingesetzt. Zusitzlich wurden 50 pl IMDM-Medium zugesetzt. Die
Peptidkonzentration betrug pro Test 1 pg/ml. Die Inkubationszeit betrug 3,5 bis 4 h. Aufgrund
geringer Zellanzahl wurde bei der Aqua Life/Dead Féarbung auch 45 pl, bei Farbungen mit den
Antikorpern 35 pl und bei der Inkubation mit Cytofix/Cytoperm 45 pl pro Well eingesetzt. Nach
der intrazelluliren Fiarbung mit IFNy FITC wurden die Zellen nur mit Perm/Waschlosung
gewaschen. Zur Messung wurden die Zellen in 150 pul FACS-Fix aufgenommen. Farbungen nach
Stimulationsprotokoll fur ELISPOT: siehe ex vivo Farbung ohne Anti-MIP-13 APC-Antikorper,
Stimulation mit Peptiden in 10% oder 2% Kulturmedium mit BD GolgiStop™ und Brefeldin A,
6 bis 7 h.

Kompensation: ungefirbte, einfach gefirbte Zellen, spezielle Beads. Die Analyse der Daten (ex
vivo Féarbung, Bulk-Kultur) erfolgte mit Hilfe des Programms FlowJo 7.6.1. Fiir einfache
Analysen von Daten, die mit Hilfe des FACSCalibur aufgenommen wurden, wurde das Programm
CellQuest Pro / CellQuest Pro II verwendet. Die Auswertung der erhaltenen Daten fiir ex vivo

Farbungen wurden mit dem Programm StarOffice 7 und Microsoft Excel durchgefiihrt.

2.17 Expansion von Epitop-spezifischen T-Zellen durch Stimulation mit
synthetischen Peptiden fiir die Sortierungen von IFNy+CD8+

T-Zellen

Platten: 6-Well-Flachbodenplatte  (Corning), 12-Well-Flachbodenplatte
(Costar)

Zytokine: IL-2 (Novartis (U/ml), R&D (ng/ml)), IL-4 (PromoKine, R&D),
IL-7 (PromoKine), Lagerung aller Zytokine bei -20°C

Sonstiges Material: synthetische Peptide (1 mg/ml) in sddH,O 10% DMSO (Merck),
Spritze 50 ml (Becton Dickinson), Sterilfilter 0,22 um (Corning)

Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 10% Humanserum (C-C-Pro, Lonza)

(10%) 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml,

Lonza), 25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 50 uM
B-Mercaptoethanol (Roth), steril filtriert

Die PBMC-Proben wurden aufgetaut und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden gezahlt, in 10%
Kulturmedium mit 10’ Zellen pro 1 ml aufgenommen und auf Wells verteilt (1 ml pro 12-Well,
2 ml pro 6-Well). Das Medium enthielt IL-4 und IL-7 mit der Endkonzentration von jeweils

5 ng/ml. Am nichsten Tag wurden Peptide zugegeben mit einer Endkonzentration von 1 pg/ml
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sowie IL-4 und IL-7 mit der Endkonzentration von 5 ng/ml. Fiir die Epitopkandidaten
SELEIKRY und SESGQFHAF wurde zwei- bis dreimal jeden zweiten bis dritten Tag IL-2
zugegeben. Bei dem Epitop DEVEFLGHY wurde ein ldngeres Stimulationsprotokoll mit einer
zusétzlichen Restimulation mit Peptid verwendet, siche dazu Tab. 8. Zur Sortierung wurden die

Zellen aus der Kultur genommen, gewaschen, gezéhlt und zur [FNy-Catch-Farbung vorbereitet.

Tab. 8: Stimulationsprotokoll fiir die Sortierung von IFNy+CD8+ T-Zellen

SELEIEETY SESGOFHATY DEVEFLGHY

Anftaven & Eultur | Auftaven & Eultur | Aunftaven & Hultur

Peptidmigabe Peptidmugabe Peptidzugabe
IL-2 (25 U/ml) IL-2 (75 Whml) IL-2 (10 ng/ml)
IL-2 (25 Wml) IL-2 (75 Wml) IL-2 (10 ng/ml)
-2 (25 TTmly Sortierung IL-2 (10 ng/ml)

Sortierung Peptidzugabe

IL-2 (10 ngfml)
-2 (10 ngfml)

IL-2 (10 ngfml)

Sortierung

2.18 Farbung fiir Sortierung von IFNy+CD8+ T-Zellen

Platten und Rohrchen: 15 ml Rohrchen (Falcon), 5 ml FACS-Rohrchen (Becton
Dickinson), 48-Well-Flachbodenplatte (Greiner Bio-One) etc.

Antikorper: [FNy Catch Reagent (Miltenyi Biotec), IFNy Detection Antibody
konjugiert mit PE (Miltenyi Biotec), CD8 FITC (OKTS, O.P.
Corporation)

Zytokine: IL-2 (Lagerung bei -20°C, Novartis)

Sonstiges Material: PHA-L (Roche), synthetisches Peptid (1 mg/ml) in sddH,O 10%

DMSO (Merck) Sterilfilter 0,22 um (Corning), Spritze 50 ml
(Becton Dickinson)
Zelllinien und PBMCs: siehe Kap. 2.19
Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 5% Humanserum (C-C-Pro, Lonza
(5%) 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml,
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Lonza), 25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 50 pl B-Mercapto-
ethanol (Roth), steril filtriert

Waschpuffer: PBS ohne Ca*/Mg*" (Lonza), 0,5% BSA (Sigma-Aldrich), 2 mM
EDTA (Roth), steril filtriert

Die Zellen wurden aus der Kultur genommen und mit IMDM-Medium gewaschen und gezihlt,
anschlieBend in 5% Kulturmedium aufgenommen und auf eine Konzentration von 10’ Zellen pro
1 ml eingestellt. Die Stimulationen wurden mit einzelnen Peptiden durchgefiihrt. Abhidngig von
der Zellanzahl wurden fiir die Inkubation verschiedene Platten verwendet (sieche Angaben
Miltenyi Biotec). Die Peptide fuir die Stimulationen wurden zu einer Endkonzentration von 1 bis
2 ng/ml zugegeben. Die Proben wurden gemischt und 5 h bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Nach
Ablauf der Stimulation wurden die Zellen gesammelt und mit kaltem Waschpuffer bei 4°C
gewaschen und abzentrifugiert (1600 rcf, 10 min, 4°C). Die Zellpellets wurden in 80 pl kaltem
5% Kulturmedium pro 10’ Zellen resuspendiert. 20 pl vom IFN-y Catch Reagent pro 10’ Zellen
wurden zugegeben. Die Proben wurden gut durchgemischt und 5 min bei 4°C inkubiert. Warmes
5% Kulturmedium (37°C) wurde zugegeben, so dass die Zellen auf eine Konzentration von
10° Zellen pro 1 ml verdiinnt wurden. Die Proben wurden fiir 45 min bei 37°C inkubiert. Die
Rohrchen wurden jede 5 min invertiert. Die Réhrchen wurden mit kaltem Puffer aufgefiillt und
zentrifugiert. Der Waschschritt wurde wiederholt. Die Pellets wurden in 80 ul Waschpuffer (kalt)
resuspendiert. 20 pl vom IFNy Detection Antibody und ein CD8 FITC Antikorper (1:50 bis
1:100) wurden zugegeben, die Proben wurden gemischt und 15 min bei 4°C inkubiert. Die Proben
wurden mit kaltem Waschpuffer gewaschen und erneut in 2 ml Waschpuffer aufgenommen und

zur Sortierung auf Eis gelagert. Es wurden 96-Well/48-Well-Kulturplatten vorbereitet (Kap. 2.19).

2.19 Expansion von sortierten IFNy+CD8+ T-Zellen

Platten: 96-Well-Rundbodenplatte (Corning), 48-Well-Flachbodenplatte
(Greiner Bio-One)

Zytokine: IL-2 (Novartis), Lagerung bei -20°C

Sonstiges Material: PHA-L (Roche), Sterilfilter 0,22 pm (Corning), Spritze 50 ml
(Becton Dickinson)

Zelllinien und PBMCs: LG2-EBV (30 min bestrahlt), kryokonservierte oder frisch isolierte
PBMCs (10 min bestrahlt)

Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 7,5% Humanserum (Lonza) 30 min bei

(7,5%) 56°C Hitze-inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza),

25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 50 uM B-Mercaptoethanol
(Roth), steril filtriert



44

Kulturmedium, LG2-EBV:  IMDM-Medium (Lonza), 10% FCS (PAA) 30 min bei 56°C Hitze-
inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza), steril filtriert
Gerite: Gammazelle (Caesiumquelle, Gammacell 1000 Elite Nordion

International Inc)

Fiir die Sortierung von Zellen wurden 96-Well-Rundbodenplatten und 48-Well-Flachbodenplatten
vorbereitet. Es wurde darauf geachtet, dass zumindest die bestrahlten PBMCs, IL-2 und PHA-L
bereits in den Platten fiir Sortierung gegeben wurden. Zwischen 1,2 bis 1,5x10° bestrahlte PBMCs
und 0,6 bis 1,5x10* bestrahlte LG2-EBV Zellen wurden in die Platte zu den sortierten Zellen pro
96-Well und Stimulation gegeben. Bei Bulk-Kulturen (48-Well-Flachbodenplatte) wurden bis
fiinfmal so viele bestrahlte Zellen pro 48-Well zugegeben. IL-2 wurde zu einer Endkonzentration
von 150 U/ml und PHA-L zu einer Endkonzentration von 1 pg/ml zugegeben. Optimalerweise
wurde diese Prozedur der Stimulation mit Feederzellen jede zweite Woche wiederholt. Zwischen
diesen Schritten erfolgte eine Expansion mit IL-2 zu einer Endkonzetration im Well von 150 U/ml
ein- bis zweimal pro Woche. Die Restimulation erfolgte mit PBMCs und LG2-EBV Zellen oder
mit PBMCs alleine. Falls keine frischen PBMC vorhanden waren, wurden am Vortag
kryokonservierte PBMCs aufgetaut und in Kultur genommen und am néchsten Tag bestrahlt.
Diese Prozedur wiederholte sich wie oben beschrieben oder es wurde weiter mit IL-2 ein- bis
zweimal wochentlich expandiert, bis frische PBMC-Proben erhiltlich waren. Zur Auslese von
positiven Klonen wurde eine intrazelluldre Zytokinfirbung fiir IFNy durchgefiihrt. Fir die
Analysen von Daten, die mit Hilfe des FACSCalibur aufgenommen wurden, wurde das Programm

CellQuest Pro/ CellQuest Pro II sowie FlowJo 7.6.1 verwendet.

2.20 K562-B18 Transfektanten

Platten und Kiivetten: 96-Well-Rundbodenplatte ~ (Coster),  Elektroporationskiivetten
4 mm (Peqlab)
Kits: QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), Qiagen Plasmid Maxi Kit

(Qiagen), QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene), Nucleospin Extract II (Macherey Nagel), QIAquick
Gel Extraktion Kit (Qiagen), BigDye Terminator vl.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems)

Antikorper: FITC goat anti-mouse 115-095-006 (Jackson Immuno Research),
B1.23.2 Anti-human HLA-B,-C [175], W6/32 Anti-human
HLA-A,-B,-C [176], a-NP IgG2a mAb (b Allel) Isotyp-Kontrolle
(Kap. 6, S. 111, Nr. 8)



Ladepuffer:

Enzyme und Puffer:

Vektoren:

E.coli-Stamme:
Zelllinien:

Sonstiges Material:

K562-B18 Kulturmedium:

K562 Kulturmedium:

RCC-115-EBV Medium:
FACS-Fix:

Programme:
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5 ml Glycerol (Roth), 200 pl 50x TAE-Puffer, 0,25% Bromphenol-
Blau (Sigma), 0,25% Xylencyanol-Blau (Sigma), mit H,O auf
10 ml aufgefiillt

DNAse (Promega), RNAsin (Promega), Taq Hotstart (Qiagen), T4
DNA-Ligase mit 10x Puffer (Roche), M-MLV Transkriptase
(Promega), T4 DNA-Ligase (New England BioLabs) mit
10x Puffer, Not I (New England BioLabs) 10000 U/ml, Nhe I
(New England BioLabs) 10000 U/ml, Pvu I (New England
BioLabs) 10000 U/ml, Sal I (New England BioLabs) 20000 U/ml,
Bgl II (New England BioLabs) 10000 U/ml, 10x Puffer 2 (New
England BioLabs), 10x Puffer 3 (New England BioLabs),
100x BSA-Puffer (New England BioLabs)

pIRES puro2 (Clontech), pPGEM T Easy Vektor und pGEM-T Easy
Vector System (Promega)

DH5a, XL-1 blue MRF" comp. cells

RCC-115-EBV, K562

Puromycin dihydrochloride (Sigma-Aldrich) 50 mg/ml in sddH,O,
10% XGal (Peqlab), 0,1 M IPTG (Peqlab), DNAse Stopp Solution
(Promega), random Primer (Promega), dANTP Mix 10 mM (Peqlab),
TRIZOL (Peqlab), Chloroform (Merck,Sigma), Isopropylalkohol
(Merck), Ethanol pro Analysis (Merck), Phenol/Chloroform/
Isoamylalkohol (25:24:1) (Roth), RNase-freies H,O, 3 M
Natriumacetat, Zellkulturflaschen 250 ml (Greiner Bio-One),
FACS-Clean u. FACS-Rinse u. FACS-Flow (Becton Dickinson),
Spritze 50 ml (Becton Dickinson), Sterilfilter 0,22 um (Corning)
RPMI-Medium (Gibco), 10% FCS (PAA) 30 min bei 56°C Hitze-
inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza), 1 pg/ml Puromycin
dihydrochloride (Sigma-Aldrich), steril filtriert

RPMI-Medium (Gibco), 10% FCS (PAA) 30 min 56°C Hitze-
inaktiviert, 1% Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza), steril filtriert

sieche K562 Kulturmedium

FACS-Puffer PFEA mit 1% Formaldehyd (Fluka)

HUSAR Bioinformatic Lab / DKFZ Heidelberg, Sequencing
Analysis 3.4.11, ABI Prism™ 310 Collection, CellQuest Pro,
NanoDrop 1000 3.7.1
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Gerite: ABI Prism 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems),GENE
Pulser II, Capacitance Extender Plus (BioRad), FACSCalibur (BD
Biosciences), NanoDrop 1000 (Peqlab), Electrophoresis Power
Supply Ebs 3500 (Amersham), Gel documentation system (Vilber
Lourmat), Zentrifuge 5415R (Eppendorf)

Primer fiir Sequenzierung:

M13 rev: 5°-gga aac agc tat gac cat g-3°

Folgende Primer wurden von biomers.net hergestellt

Verwendete Primer fiir cDNA-Herstellung:

B18forw: 5 -agc tag cat gcg ggt cac gge gge ccg aac cct cct cc-3°
B18rew: 5'-tgc gge cge tca age tgt gag aga cac atc aga gec ctg gge ac-3°

Verwendete Primer fiir Mutagenese:

mutO1for: 5'-ggg agg cgg ccc gtg tgg cgg age age tga gag cct acc tgg ag-3°
mutOlrev: 5'-ctc cag gta ggc tct cag ctg ctc cge cac acg gge cgce cte cc-3°
mut02for: 5'-gag cct acc tgg agg gea cgt geg tgg agt gge tc-3°

mut02rev: 5°-gag cca ctc cac gca cgt gee cte cag gta gge te-3°

mut03for: 5'-gag tgg ctc cgc aga cac ctg gag aac ggg-3°

mut03rev: 5'-ccc gtt cte cag gtg tct gcg gag cca cte-3°

Zusitzliche interne Primer fiir Sequenzierungen:
B18intern: 5'-gcc tge gga acc tge geg ge-3°

B18internrev: 5'-ggc acc acc aca gct gec ¢-3°

2.20.1 RNA-Isolierung und cDNA-Herstellung

Fiir die Herstellung einer K562-B18 Transfektante (siehe auch Kap. VI) wurde die HLA-B18-
positive Zelllinie RCC-115-EBV aus der Zelllinienbank der Abteilung Immunologie, Auf der
Morgenstelle 15 in Tiibingen verwendet. Um die RNA zu isolieren wurden ca. 3x10° Zellen in
I ml TRIZOL resuspendiert und bei Raumtemperatur mindestens 5 min inkubiert. Es folgte eine
Inkubation mit 200 pl Chloroform. Die Probe wurde kurz geschiittelt und ca. 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend 15 min bei 12000 rcf und 4°C zentrifugiert. Die obere
wissrige Phase wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefdl {berfithrt. 500 pl
Isopropylalkohol wurden zugegeben. Die Probe wurde bei Raumtemperatur 10 min inkubiert und
weitere 10 min bei 12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt.
Das RNA Pellet wurde mit 1 ml 75% Ethanol gewaschen. Die Probe wurde nochmals 5 min bei
7500 rcf bei 4°C abzentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet an der Luft
getrocknet. Das RNA-Pellet wurde in 50 pl RNase-freies H,O aufgenommen.
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DNAse Verdau
ca. 14 pl RNA + 1 pl 10x Puffer + 1 pul DNase, 30 min bei 37°C, Reaktionabbruch mit 1 pl DNase
Stopp Solution, 5 min 65°C, auf Eis gelagert

c¢DNA Synthese (RT-PCR)
RNA aus DNAse Verdau + 2,0 ul ANTP Mix (10 mM) + 2,4 ul random Primer (100 ng/ul) +
8,0 ul H,O, 5 min bei 65°C danach auf Eis, + 8,0 ul 5x Puffer + 0,5 ul RNAsin (40 U/ul), 2 min
25°C, danach auf Eis gelagert
Ansatz halbiert:
(1) 19 pl + 1 ul M-MLV Transkriptase (Promega), mischen
(2) 19 pl + 1 pl H,O, mischen
PCR-Programm: 25°C, 10 min

42°C, 50 min

70°C, 15 min

4°C

Die cDNA wurde bei -20°C eingefroren und spéter in einer neuen PCR mit Primern fiir HLA-B18
eingesetzt, um HLA-B18-cDNA zu amplifizieren. Die Primer fiir die HLA-B18-cDNA waren so
konstruiert, damit die Sequenz zu einem spiteren Zeitpunkt aus dem pGEM T Easy Vektor tiber
die Restriktionsenzyme Nhe I und Not I geschnitten werden kann. Ein Max-Ansatz fiir vier PCRs
wurde vorbereitet (siche 2 pul cDNA).
Fiir 2 pul ¢cDNA: 1,0 pl B18forw (5 pmol/ul) + 1,0 pl B18rew (5 pmol/ul) + 5,0 ul 10x Puffer +
0,3 ul Taq (Hotstart) + 2,0 ul ANTP Mix (10 mM) + 39,7 ul ddH,O. Zykluszahl = Zz.
PCR-Programm: 94°C, 15 min (Zz: 1)

94°C, 1 min (Zz: 39)

60°C, 1 min (Zz: 39)

72°C, 2 min (Zz: 39)

72°C, 10 min (Zz: 1)

4°C

Das Produkt (Pool aus PCRs fiir 2 pl, 3 pl und 4 pl eingesetzter cDNA) wurde auf ein 1%
Agarosegel aufgetragen, die Bande wurde ausgeschnitten und aufgereinigt (Nucleospin Extract II,
Macherey Nagel). Die cDNA wurde in den pGEM T Easy Vektor ligiert. Zur Hilfe bei der
Konstruktion des HLA-B*1801"*“~S 1,GEM T Easy Vektors und des HLA-B*1801"*6¢—~G
pIRES puro2 Vektors wurde das HUSAR Bioinformatic Lab verwendet. Die Informationen fiir
die Sequenz von HLA-B*180101 wurden der IMGT/HLA Database entnommen (Kap. 6, S. 111,
Nr.5).
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2.20.2  Der HLA-B*1801V*“~¢ bGEM T Easy Vektor

Ligationsansatz

1 ul T4 DNA Ligase + 1 ul pGEM T Easy Vektor + 5 pl 2x Puffer + 3 ul HLA-B18-cDNA,
1 h Inkubation bei Raumtemperatur. Danach wurde der E.coli-Stamm DH5a (100 pl) mit dem
Ligationsansatz transformiert und mit XGal (20 pl 10% XGal + 20 pl 0,1 M IPTG) auf LB-Amp-
Agar-Platten selektioniert. Es wurden Sequenzierungen der Miniprips der Bakterienklone mit den
Primern M13 rev, T7 und SP6 durchgefiihrt.

Mastermix fiir Sequenzierung: 6 pl M13 rev Primer (10 uM) + 24 ul DBmix + 60 pl addH,0, je
7,5 ul vom Mastermix wurden pro 2,5 pl Plasmid-DNA pipettiert.

Restriktionsverdau von Klon 3 und Klon 9 mit Sal I und Bgl 11

Da kein Bakterienklon die vollstaindige HLA-B18-cDNA-Sequenz enthielt, wurde nach Klonen
gesucht, aus denen die vollstindige HLA-B18-cDNA-Sequenz zusammengefiigt werden konnte.
Zwei Klone (Klon 3 und 9) enthielten solche Teilsequenzen und die entsprechenden Vektoren
(Minipraps) wurden mit Restriktionsenzymen Sal I und Bgl II verdaut (Tab. 9), die

entsprechenden Stiicke aus einem 0,6% Agarosegel isoliert und zu einem neuen Vektor ligiert.

Tab. 9: Schema fiir Restriktionsverdau von Klon 3 und 9

Elon 3 Elon 2
10wl Plasmid-DNA 5wl Plasmud-DIA
+ 10717 3al T + 10717 3al T

+ 0,5 pl BEA Pufter (100x) + 0,5 pl BEA Pufter (100x)
+ 5 pl Puffer 3 (10 + 5 pl Puffer 3 (10
+ 34 ul ddH, O + 3% ul ddH, O

1,5 Btunde bey 37°C

Je+ 30T 3all
30 mun bet 37°C
e+ 20UBglI
1 Btunde bei 37°C
+10UBgl I

30 min bei 37°C
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Ligationsansatz

0,5 ul T4 DNA-Ligase + 1,0 ul 10x Ligasepuffer + 2,0 ul Klon 3 (C-Terminus HLA-B18-
Sequenz + pGEM T Easy Vektor (kleiner Bereich)) + 0,7 ul Klon 9 (N-Terminus HLA-B18-
Sequenz + pGEM T Easy Vektor) + 5,8 ul addH,O. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 16°C

inkubiert. 200 pl XL-1 blue MRF" comp. cells wurden mit diesem Ligationsansatz transformiert.

Transformation von XL-1 blue MRF" Bakterien

200 pl XL-1 blue MRF" comp. cells + 10 pl Ligationsansatz, 15 min auf Eis, 30 s Hitzeschock bei
42°C, 2 min auf Eis, + 1 ml LB-Medium, Inkubation 30 min bei 37°C, Zentrifugation (1500 rcf,
3 min, 22°C). Die Bakterien wurden auf einer LB-Amp-Agar-Platte ausplattiert. Es wurden
Bakterienkulturen von Klonen angesetzt und anschlieend wurden Minipréips und Sequenzierung
durchgefiihrt. Das neue Konstrukt enthielt Punktmutationen, die mit Hilfe des QuickChange II

Site-Directed Mutagenesis Kits entfernt wurden.

Mutagenese I

9,08 pl mutO1for Primer (= 125 ng) + 9,39 ul mutOlrev Primer (= 125 ng) + 5,0 ul 10x Puffer +
2,0 pl Klon 10 Plasmid-DNA (1:100) + 1,0 pul ANTP Mix + 23,53 pl addH,O + 1 pl PfuUltra HF
DNA Polymerase

Programm, siehe (Kap. 2.12, S. 29)

+ 1ul Dpn I

Inkubation 1 h bei 37°C, danach erfolgte Transformation von XL-1 Blue E.coli, siehe (Kap. 2.12,
S. 29, Mutagenese); Anderung: nach Zugabe von 1 ml LB-Medium, Inkubation maximal 1 h bei
37°C. Ausplattierung auf LB-Amp-Agar-Platten sowie Bakterienkultur, Isolierung der Plasmid-
DNA (Miniprédp) und Sequenzierung.

Mutagenese IT

11,6 pl mutO2for Primer (= 125 ng) + 11,8 pul mutO2rev Primer (= 125 ng) + 5,0 ul 10x Puffer +
2,0 ul Klon 2 (Mutagenese I) Plasmid-DNA (1:100) + 1,0 ul NTP Mix + 18,6 pl addH,O +
1,0 ul PfuUltra HF DNA Polymerase

Programm, siehe (Kap. 2.12, S. 29), +1,0 pl Dpn I

Inkubation 1 h bei 37°C, danach erfolgte Transformation von XL-1 Blue E.coli, wie oben
beschrieben. Ausplattierung auf LB-Amp-Agar-Platten sowie Bakterienkultur, Isolierung der

Plasmid-DNA (Miniprdp) und Sequenzierung.

Mutagenese 111

13,4 ul mutO3for Primer (= 125 ng) + 13,7 ul mutO3rev Primer (= 125 ng) + 5,0 ul 10x Puffer +
2,0 ul Klon 1 (Mutagenese II) Plasmid-DNA (1:100) + 1,0 ul ANTP Mix +14,9 pl addH,O +
1,0 ul PfuUltra HF DNA Polymerase
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Programm, sieche (Kap. 2.12, S. 29), + 1,0 ul Dpn I

Inkubation 1 h bei 37°C, danach erfolgte Transformation von XL-1 Blue E.coli, wie oben
beschrieben, Ausplattierung auf LB-Amp-Agar-Platten sowie Kultur, Isolierung der Plasmid-
DNA (Miniprdp) und Sequenzierung. Die Sequenzierung von Klon 2 war erfolgreich. Die
HLA—B*]801W486C_’G—Sequenz wurde aus dem pGEM T Easy Vektor mit den
Restriktionsenzymen Not I und Nhe I geschnitten und auf 0,8% Agarosegel aufgetrennt, aus dem

Gel isoliert, in 30 pl EB-Puffer aufgenommen und in den neuen Vektor pIRES puro?2 ligiert.

2.20.3  Der HLA-B*1801"*%“~C pIRES puro2 Vektor

Doppelverdau von pGEM T Easy-HLA-B*1801"V**“~¢ (Klon 2, Mut I1I)

Fiir je drei Ansétze wurde folgendermallen pipettiert:

10,0 pl Plasmid-DNA + 0,5 pl 100x BSA Puffer + 5,0 ul 10x Puffer 2 + 25 U Not I + 25 U Nhe |
+ 29,5 pl addH,0, Inkubation ca. 2,5 h bei 37°C. Das Fragment wurde aus dem Agarosegel mit
dem QIAquick Gel Extraktion Kit (Qiagen) extrahiert.

Ligation von HLA-B*1801"*8¢¢~C Fragment mit pIRES puro2

12 ul HLA-B*1801 V4866 Fragment + 5 pl Vektor pIRES puro2 (offen) + 1 pl 10x Puffer
(Roche) + 1 pl T4 DNA-Ligase (Roche) + 1 ul ddH,O

Die Ligation erfolgte tiber Nacht bei 16°C. Die XL-1 Blue E.coli wurden mit dem Ligationsansatz
(10 wl) fiir das neue Konstrukt HLA-B*1801V*6<~G pIRES puro2 transformiert. Es wurde eine
GroBkultur zur Amplifikation und Isolierung des Vektors durchgefiihrt.

Linearisierung von HLA-B*1801%V**°“~¢ pIRES puro2

160 U Pvu I + 40 pl 10x Puffer 3 + 4 ul 100x BSA + 80 pl Plasmid-DNA (3,7 pg/ul) + 256 ul
addH,0O. Die Probe wurde mit je 50 ul pro 0,5 ml Reaktionsgefdl3 verteilt und bei 37°C iiber
Nacht inkubiert.

Phenol-Chloroform Extraktion der DNA

400 pl vom verdauten HLA-B*1801Y*%“~% pIRES puro2 wurden in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefi3 tiberfithrt. Es wurden 400 pl Phenol/Chloroform/Isoamylethanol und 400 pl
Chloroform zugegeben, die Probe wurde gut gemischt und kurz abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde gesammelt. Es wurde nochmals 400 pl Chloroform zugegeben und die Prozedur
wiederholt. Der gesammelte Uberstand wurde kurz zentrifugiert. Chloroform, welches sich unten
angesammelt hat, wurde mit der Pipette entfernt. Es wurde 40 pl 3 M Natriumacetat und 1,1 ml
99% Ethanol zugegeben. Die Probe wurde kurz gemischt und bei -80°C eingefroren. Am
folgenden Tag wurde die Probe 1 h bei 4°C und 13000 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde

entnommen und das Pellet an Luft getrocknet (steril). Das Pellet wurde in 40 pl steril filtriertes
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ddH,0 aufgenommen und bei Raumtemperatur 30 min lang inkubiert, danach zur Aufbewahrung

eingefroren. Am folgenden Tag wurde damit die Transfektion von K562 durchgefiihrt.

2.204 Transfektion von K562 mit dem linearisierten HLA-B*1801V*¢“~¢ pIRES puro2
Vektor

Die Zellen der Zelllinie K562 aus der Zelllinienbank der Abteilung Immunologie, Auf der
Morgenstelle 15 in Tiibingen wurden fiir die Transfektion verwendet. Die Zellen wurden in Kultur
genommen. Fiir die Transfektion wurden diese zweimal mit RPMI gewaschen und gezihlt.
1,2x10” Zellen wurden entnommen nochmals mit RPMI gewaschen und abzentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 300 pul RPMI aufgenommen und in eine Elektroporationskiivette tiberfiihrt.
20 pl des linearisierten HLA-B*1801"*#6¢—~G pIRES puro2 wurde zu den Zellen gegeben,
gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation erfolgte bei 0,17 kV und 975 pF. Die
Zellen wurden sofort in 12 ml RPMI (10% FCS, 1% Pen-Strep) tiberfiihrt. Eine Verdiinnungsreihe
aus sieben Rohrchen wurde mit einer fortlaufenden 1:2 Verdiinnung erstellt. Aus jeder
Verdiinnungsreihe wurde eine 96-Well-Platte mit je 50 pl pro Well pipettiert. Am Tag drei wurde
zur Selektion pro Well 50 pl RPMI 10% FCS 1% Pen-Strep mit Puromycin (p = 2 pg/ml)
zugegeben. Die Endkonzentration von Puromycin betrug 1 pg/ml. Wachsende Kulturen wurden in

groflere Kulturgefa3e (48-, 12-, 6-Well-Flachbodenplatten), spéter in Kulturflaschen tiberfiihrt.

2.20.5 Selektion von HLA-positiven K562-B18 Transfektanten

Fiir diese Farbung wurde die Zelllinie K562 als Negativkontrolle verwendet. Zur Selektion von
HLA-positiven K562-B18 Transfektanten wurden ca. 200 pl Zellen pro Test aus der Kultur
genommen und zweimal mit 10 ml PBS gewaschen (1600 rcf, einmal 10 min, einmal 3 min, 4°C).
Die Zellen wurden in 400 pl PBS resuspendiert und in einer 96-Well-Platte mit 100 pl pro Test
verteilt. Es wurden 100 pl PBS pro Well zugegeben. Hierauf wurde die Platte bei 2100 rcf, 3 min,
4°C zentrifugiert. Fur alle folgenden Schritte wurde PBS-FCS 2,5% verwendet. Als
Primérantikorper wurden entweder B1.23.2 (p = 3,82 mg/ml) oder W6/32 (p = 0,1 mg/ml) sowie
als Isotyp-Kontrolle a-NP IgG2a mAb (b Allel) (p = 0,85 mg/ml) eingesetzt. Als Zweitantikdrper
wurde der FITC goat anti-mouse Antikorper (1:200) eingesetzt. Der Erstantikdrper wurde mit
PBS-FCS 2,5% auf eine Konzentration von 10 pg/ml verdiinnt. Die Zellpellets wurden in jeweils
50 pl vom Erstantikorper-Ansatz resuspendiert und bei 4°C ca. 30 min inkubiert. Es folgten zwei
Waschschritte und schlieflich die Farbung mit dem Zweitantikorper. Dieser wurde 1:200
ebenfalls in PBS-FCS 2,5% verdiinnt. Die Proben wurden in 50 pl vom Zweitantikérper-Ansatz
resuspendiert. Die Zellen wurden ca. 30 min bei 4°C inkubiert. Nach zwei Waschschritten wurden
die Zellen in 200 pul FACS-Fix aufgenommen. Die Messung erfolgte am FACSCalibur und die

Auswertung der Daten mit der Software CellQuest Pro.
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2.20.6  Bestiitigung der HLA-B*1801 V*%“~C_RNA in K562-B18 Transfektanten

Zur Kontrolle einer gelungenen Transfektion wurde die RNA aus K562-B18 Transfektanten
(Klon I-5-14) nach der oben aufgefiihrten Methode isoliert. Zusétzlich vor dem DNase Verdau
wurde die RNA-Konzetration gemessen. In der Reaktion wurde 4 pg RNA eingesetzt. Die cDNA

wurde anschlieBend in den pGEM T Easy Vektor ligiert und sequenziert.

2.21 Der Vital-Assay

Platten: 96-Well-Rundbodenplatten (Costar)

Zelllinien: K562, K562-B18 (I-5-14)

Waschmedium1: IMDM-Medium (Lonza), 10% FCS (Lonza) 30 min bei 56°C
Hitze-inaktiviert, steril filtriert

Waschmedium?2: IMDM-Medium (Lonza)

Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 5% Humanserum (Lonza) 30 min bei

(5%) 56°C Hitze-inaktiviert, 25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 1%
Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza), 50 uM B-Mercaptoethanol (Roth),
steril filtriert

Kulturmedium: IMDM-Medium (Lonza), 10% Humanserum (Lonza) 30 min bei

(10%) 56°C Hitze-inaktiviert, 25 pg/ml Gentamicin Sulfate (Lonza), 1%

Sonstiges Material:

Programme:

Gerite:

Pen-Strep (10000 U/ml, Lonza) 50 uM B-Mercaptoethanol (Roth),
steril filtriert

FCS (PAA) 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert, 1 mM ,,CFSE*
(C1157, Invitrogen), ,,FarRed* (C34553, Invitrogen) 5 pg/ul in
DMSO (Merck), Propidiumiodid (PI) (Sigma) 50 pg/ml in PBS,
synthetische Peptide 1 mg/ml in sddH,O 10% DMSO, Spritze
50 ml (Becton Dickinson), Sterilfilter 0,22 pm (Corning)

FACS Diva und FlowJo 7.6.1, StarOffice 7, SigmaPlot 2001
FACSCanto II (BD Biosciences)

Die K562-B18 Transfektanten wurden aus der Kultur genommen und zweimal bei 1400 rcf 8 min
lang bei Raumtemperatur mit Waschmedium2 gewaschen. Die Zellen wurden gezdhlt und pro
Réhrchen mit ca. 2x10° Zellen in 2 ml 5% Kulturmedium verteilt. Es wurden die entsprechenden
Peptide inklusive Negativkontrolle zugegeben. Die Endkonzentration der Peptide betrug
10 pg/ml. Die Zellen wurden tiber Nacht mit den Peptiden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Zentrifugation erfolgte bei
1600 rcf, 6 min und Raumtemperatur. Die Zellen wurden in je 500 pul PBS pro Probe

resuspendiert. Der Farbstoff wurde folgendermal3en zu den entsprechenden Zellen zugegeben:
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» K562-B18 Medium: 500 ul PBS + 0,5 ul ,,FarRed (2,5 pg)

» K562-B18 HIV-Peptid: 500 pl PBS + 0,3-0,6 ul 1 mM ,,CFSE* (0,3-0,6 uM)

» K562-B18 EBV-Peptid: 500 ul PBS + 21 pl 1 mM ,,CFSE* (21 uM)

Bei Experimenten mit dem HLA-B18-restringiertem CD8+ T-Zell-Epitop DEVEFLGHY wurde
ebenfalls die Zelllinie K562 eingesetzt. Hier wurde zusitzlich eine Konzentration von 3 pM
»CFSE®“ zur Auftrennung von drei ,,CFSE“-gefirbten Zielpopulationen eingesetzt. Die Proben
wurden 10 min bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss inkubiert, danach wurde 1 ml FCS pro
Probe zugegeben und weitere 20 min bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss inkubiert. Die
Proben wurden viermal mit Waschmedium1 gewaschen (1300 rcf, 9 min, Raumtemperatur). Die
Zellen wurden auf eine Konzentration von 6x10° pro 1 ml mit 10% Kulturmedium eingestellt. Die
Effektorzellen wurden zweimal mit Waschmedium2 gewaschen (1400 rcf, 8 min,
Raumtemperatur), gezihlt und auf die Konzentration von 10° Zellen pro 1 ml mit 10%
Kulturmedium eingestellt. In die erste Reihe einer 96-Well-Rundbodenplatte werden pro Well
90 ul Effektoren gegeben (30:1). Die Proben wurden in Triplikaten ausplattiert. In die tibrigen
Reihen wurde 60 pl vom 10% Kulturmedium (10 bis 0,01:1) pipettiert. Es wurde eine 1:3
Verdiinnung mit 30 pl aus der ersten Reihe fortlaufend durch sieben Reihen durchgefiihrt. Von
jeder Zielzellpopulation wurden 10 pl (bei einer Zellkonzentration von 6x10° pro 1 ml) pro Well
pipettiert. Als Kontrolle wurden nur Zielzellen pipettiert (Reihe neun, nicht bei DEVEFLGHY).
Jedem Well wurde eine entsprechende Menge 10% Kulturmedium zugegeben um ein Volumen
von 200 pl zu erhalten. Ca. 200 pl jeder Probe (CFSE high, CFSE low, FarRed, ungefirbt, Probe
ungefirbt fiir Hitzeschock am folgenden Tag (mindestens 10 min bei 56°C, danach Fiarbung mit
Propidiumiodid) wurden fiir die Kompensation in der Platte aufbewahrt. Die Platte wurde bei
1500 rcf und Raumtemperatur 2 min lang zentrifugiert, und tiber Nacht bei 37°C (19 bis 21 h) und
5% CO; inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Messung durchgefiihrt. Vor jeder Messung
wurde 7 pl Propidiumiodid (50 pg/ml) zugeben und kurz gemischt. Bei dem Epitopkandidat
SESGQFHAF wurde fiir Peptidbeladung und den Vital-Assay 5% Kulturmedium verwendet. Alle
Proben der Experimente fiir die Epitopkandidaten SELEIKRY und SESGQFHAF wurden bei
gleicher Messgeschwindigkeit und gleicher Aufnahmezeit aufgenommen. Die Analyse der Daten
erfolgte mit Hilfe des Programms FlowJo 7.6.1. Fiir die erhaltenen Daten wurde der arithmetische
Mittel und die Standardabweichung berechnet. Die spezifische Lyse von Zielzellen wurde nach

der folgenden Formel berechnet:

% tiberlebende Zellen = 100 x MWPopulation X / MWPopulationX (Kontrollreihe)
% Lyse = 100% — % tiberlebende Zellen
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2.22 Andere Geriite

Destamat Bi 18 E (Heraeus)

Heizblock (Eppendorf Thermomixer 5436)
Inkubator fiir Agarplatten (Heraeus B6)

Inkubator fiir Gewebekulturen (Heraeus) mit 5% CO,-Begasung (Messer)
Inkubator fiir Schiittelkulturen Multitron (Infors)
Lichtmikroskop (Leica DMIL)

Magnetriihrer (IKA Labortechnik RCT basic)
Megafuge (Heraeus)

Membran-Vakuumpumpe (Vacubrand)

pH-Meter (Knick 765)

Rotator mit Drehteller und Klammern (Bachofer)
Sterilbank (Technoflow Integra Biosciences)
UV/Vis-Spektrometer Ultraspec 3000 (Pharmacia)
Vortex-Gerét (Vortex-2 Genie)

Schiittelwasserbad GFL 1083 (Gemini BV)
Wasserstrahlpumpe (Brand)

Zentrifuge 5417C (Eppendorf)
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3. Ergebnisse

3.1 Identifikation von HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Epitop-
kandidaten mit dem IFNy-ELISPOT

Um eine umfassende Ubersicht iiber die HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Antwort zu
erhalten, wurden mit Hilfe des Programms SYFPEITHI (Kap. 6, S. 111, Nr. 3) Vorhersagen fiir
Liganden der Restriktion HLA-B*1801 aus zehn lytischen und acht latenten Antigenen des
Epstein-Barr-Virus erstellt. Fiir die lytischen Proteine wurden BZLF1, BRLF1, BMRF1, BMLF1,
BALF2, BHLF1, BHRF1, BcRF1, BALF4, BLLFI1, fiir latente Proteine EBNAI, EBNA2,
EBNA3, EBNA4, EBNA6, EBNAS, LMP1 und LMP2 ausgewahlt. In die Untersuchung wurden
auch Peptide aus der HLA-A*0101 Vorhersage aufgenommen, die positive IFNy-Antworten bei
HLA-B18-positiven Blutspendern in fritheren Analysen ergeben haben, sowie Peptide aus
Veroffentlichungen. Fiir die Peptide aus der HLA-A*0101 Vorhersage sind die gewichtigen
AS-Sequenzen DSELEIKRY, AFDQATRVY, HDEVEFLGHY, VVETLSSSY, KEETGNSSY,
NPDLYVTTY, AVEQASLQFY, ESSERPPTPY und LTEWGSGNRTY. Insgesamt umfasst die
Untersuchung 171 Peptide, wobei 118 Peptide auf lytische und 53 Peptide auf latente Antigene
entfallen. Die untersuchten Peptide sind in Tab. 2 bis Tab. 5 zusammengestellt. Der erste Schritt
zur Bestimmung von potenticllen CD8+ T-Zell-Epitopkandidaten fiir weiterreichende
Untersuchungen von T-Zell-Antworten, wurde durch zwei Testverfahren ausgetragen. Der grofite
Anteil der vorldufigen Selektionsarbeit wurde mit Hilfe des IFNy-ELISPOTs durchgefiihrt. Ein
kleinerer Anteil von Peptiden wurde mit Hilfe der intrazelluldren Zytokinfarbung analysiert. Das
zweite Verfahren lieferte nur wenige Ergebnisse. Beiden Testverfahren gingen
Peptidstimulationen voraus, die in Material und Methoden (Kap. 2, S. 22 und S. 37) nidher
erldutert wurden. Um moglichst viele Peptide gleichzeitig zu testen, wurden im ELISPOT Peptid-
Pools zur Stimulation von PBMCs in in vitro Zellkulturen eingesetzt, die maximal aus fiinf
Peptiden bestanden. Ein kleinerer Anteil von Peptiden wurde in Pools untersucht, die zwei bis
drei Peptide enthielten. Zur Auflosung der reagierenden Peptide, wurden die Peptide einzeln
getestet. Der groflere Anteil von Peptiden wurde mit dem Pool-single peptide (Pool/sp)-ELISPOT
ausgetragen. Um in einem Experiment die Peptide sofort bestimmen zu konnen, wurden die
Zellen aus der Pool-Stimulation fiir den ELISPOT von Peptid-Pools und einzelnen Peptiden
(Pool/sp) gleichzeitig verwendet (Abb. 3). Die Peptide laufen zwei Selektionen durch. Bei der
ersten Vorselektion wurden nur Tests betrachtet, die sowohl im Pool als auch auf der Peptid-Platte
positive Ergebnisse geliefert haben. Als mogliche Kandidaten wurden Peptide auf der Peptid-
Platte betrachtet, bei denen mindestens 10 Spots gezdhlt wurden und der Wert mindestens den

dreifachen Mittelwert der Negativkontrolle (Pool-Platte) aufwies (Kriterium fiir Pool-MW gleich).
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Abb. 3: Der Pool-single peptide-ELISPOT. A: Zellen aus der gleichen Stimulation werden auf eine Peptid-
Platte und eine Pool-Platte gegeben. In der Abbildung werden zwei reagierende Pools auf der Pool-Platte
gezeigt. Die entsprechenden Peptide sind Peptid Nr. 3 fiir Pool 2 und Peptid Nr. 2 fiir Pool 7. B: Teilansicht
einer automatisch ausgewerteten Pool-Platte mit fiinf Pools. HIV B18 = FRDYVDRFYK aus p23, HIV
(HLA-B18), @ = Medium, PHA-L = Positivkontrolle, TNTC = too numerous to count. C: Ausschnitte aus der
Peptid-Platte des gleichen Experiments mit positiv getesteten Peptiden (rot) siche hierzu auch B. Die Zahlen 4
und 8 kennzeichnen Pools. (MSHAS4510 clear-Platte).

Hierbei wurde zur Analyse der groBere Wert der beiden Negativkontrollen herangezogen. Die
Werte der selektierten Kandidaten (Peptid-Platte) wurden zu den Pool-Werten addiert. Es wurde
der Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet. Ergebnisse, die weniger als 20 Spots fiir
den Mittelwert (aufgerundet) ergaben, wurden aus weiteren Analysen ausgeschlossen. Die Tab. 10
zeigt die Auswertung von drei Pool-Experimenten fiir jeweils 90 Peptide. Nur die vorselektierten
Peptide werden in der Tabelle aufgefiihrt. Die gefundenen Epitopkandidaten wurden zur
genaueren Bestimmung der Erkennungsfrequenz unter HLA-BI18-positiven Individuen in
zusitzlichen IFNy-ELISPOTs nach Stimulationen mit Peptiden getestet. Da die ersten
Epitopkandidaten durch Untersuchungen mit Peptiden aus der SYFPEITHI HLA-A*0101
Vorhersage gefunden wurden, wurden fiir alle IFNy-ELISPOTs HLA-B18-positive/HLA-A1-
negative Blutspender ausgewéhlt. Dabei wurden entweder zwei (selten drei) Peptide gleichzeitig

oder einzelne Peptide in der Stimulation eingesetzt. Die Peptide wurden einzeln im IFNy-
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ELISPOT als Triplikate untersucht. Medium und HIV-Peptide wurden als Kontrollen eingesetzt.
Als positiv wurden Ergebnisse gewertet, die den dreifachen Wert der Negativkontrolle (HIV-
Peptid) aufwiesen und gleichzeitig ein Mittelwert von mindestens 10 Spots ermittelt wurde. Die
folgende Tab. 11 stellt alle Epitopkandidaten mit den zugehorigen Erkennungsfrequenzen unter
HLA-B18-positiven Individuen zusammen. Das Peptid ESEERPPTPY wurde auch im INFy-
ELISPOT mit HLA-A1-positiven/HLA-B18-negativen Spendern getestet. Eine positive [FNy-
Antwort gegen ESEERPPTPY wurde hierbei detektiert. Die meisten der gefundenen
Epitopkandidaten gehoren zur Gruppe der lytischen Antigene. Bei der Analyse wurden ebenfalls
Epitopkandidaten gefunden, deren Ursprung latente Proteine sind. Insgesamt wurden 19 Peptide

identifiziert, darunter sind drei Peptide aus Veroffentlichungen eingeschlossen.

Tab. 10: Auswertung des Pool-single peptide-ELISPOTs

Epitopkandidat HIVEIS Medium

B3 BN W 2D W 2D WA =D
EBOS 3-1 12 4 2 2 4 2
4-2 43 3 4 1 4 4

5-3 55 7 6 3 g 3

g-1 23 &5 7 3 & 1

11-5 50 4 9 2 3 5

13-1 202 124 2 3 3 2

13-3 226 i 2 3 3 2

16-3 68 5 7 2 3 3

El4 5-3 23 9 3 2 4 2
11-5 21 2 2 0 4 1

13-4 21 10 3 1 1 1

15-1 17 6 4 3 2 2

17-2 108 18 2 2 5 4

Ble 7-3 16 5 3 1 1 1
11-5 20 4 4 2 3 2

13-1 23 3% 4 1 i &

13-4 23 49 4 1 7 &

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung , BS = Blutspender. PN = Peptidnummerierung (erste Zahl =
Pool, zweite Zahl = Peptidnummer), HIV B18 = FRDYVDRFYK aus p23, HIV (HLA-B18), Grau = Peptide,
die unter 20 Spot formierende Einheiten fallen.
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Das Peptid SELEIKRY wurde in einer ldngeren Form verdffentlicht (DSELEIKRYKNR) und
wurde in dieser Arbeit auf die Liange von acht Aminosduren bestimmt (Tab. 11). Bei IFNy-
ELISPOT-Experimenten, nach Stimulationen mit Peptiden, war eine hohe Frequenz von IFNy-
produzierenden Zellen (SFE) in positiv-getesteten PBMC-Proben nur bei wenigen HLA-B18
Epitopkandidaten anzutreffen. Die Erkennungsfrequenzen fiir die Epitopkandidaten reichen von
6 bis nahezu 100%. Bereits ex vivo IFNy-ELISPOT-Experimente in der Diplomarbeit lieferten
nur bei einigen Blutspendern moderate IFNy-Antworten (~200 IFNy-formierende Einheiten pro
500.000 eingesetzte PBMCs) gegen vier Epitopkandidaten (VVETLSSSY, KEETGNSSY,
AFDQATRVY, ESEERPPTPY), die ebenfalls in dieser Arbeit untersucht wurden.

Tab. 11: Zusammenstellung von HLA-B18 Epitopkandidaten aus dem EBV

Sequenz Protein Fosition Frequenz
BELEIEETY EFLF1 173-180 17417
AFDOQATEVY BZLF1 25-33 317
BESGOFHAF ERLF1 293-301 5170
LVEDYCNVLNEEFT BRLF1 25-38 1/a
BTG DA i R G A EMLE1 417425 4/17
VVETLEERTY EMLE1 381-389 517
EEETGHNEETY BEMLE1 114122 1/17
NPDLYVTTY EMEF] 192-200 817
AVEQASLOFTY EMEF1 105-114 1/17
IEENEETF BHEF1 S8-65 17
EESLFNEFY BATEFZ 355-363 /3P
(AYEEYSDLAL BALFZ T95-803 3/3PpC
DEQRAENVE BATF4 &7 -605 27
NEIHVYNDY EBEATF4 &00-603 417
TETGFEGSIHF EBEATF4 309-317 157
PEEZPTVFYNIPPMEL EEMNAZ 2TE-290 -
DEVMEQEV (M) EEMNA4 513-521 157
TEENLLDF EEMNALE 2E0-287 /3P
ESEERFFTPY * LnP2 484493 7T

Peptide sind mit dem entsprechenden Protein aus EBV und der Aminoséureposition im Protein dargestellt. Rot =
ver6ffentlichte Epitope, P = in Pool/sp-Experimenten zu der angegebenen Frequenz positiv getestet,
* = Epitopkandidat, der positive IFNy-Antworten bei einem HLA-B18-negativen Blutspender liefert, O = sechs
Spender in Pool-Experimenten (Pool = 3 Peptide) negativ getestet, & = lange Form, (A)EEYSDLAL = lange
und kurze Peptidvariante ruft IFNy-Antworten hervor. DEVMEQRV(M) = lange Form zu der angegebenen
Frequenz getestet. Kurze Form in Pool/sp-Experiment detektiert. AS-Positionen sind den Sequenzen aus (Kap. 6,
S. 111, Nr. 4) entnommen worden. Fiir Peptid LVSDYCNVLVKEFT siehe Tab. 2, S. 18 und S. 63.
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Tab. 12: Analyse vom ex vivo IFNy-ELISPOT fiir das HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-
Epitop SELEIKRY

BEE SELEIEETY HIVE1&8 Medium

LW =D LW =D LW =D
BO15 882 14 3 1 o 1
EOS &7 24 3 2 & 2
1151 461 25 3 4 2 1
1042 290 29 23 11 1% 9
1074 517 37 o 1 1 1
1069 592 10 16 1 18 3
1052 261 45 2 2 2 1
1057 103 56 o 1 1 1
1291 310 2 2 1 2 2
1082 562 17 1 o 5 g
2432 237 14 1 2 o 1
203 121 12 1 1 3 2
895 1023 43 3 2 2 2
Eo11 204 2 331 161 217 73
EO10 Q03 56 1 0 1 2
1482 1575 g8 11 165 3 2
EO34 1842 50 5 3 o o
234 1104 103 o 1 1 1
298 258 22 1 1 o 1

Dargestellt sind Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) aus Triplikaten fiir Peptid SELEIKRY, einem
HIV-Peptid und Medium. HIV B18 = FRDYVDRFYK aus p23 HIV (HLA-BI18). Die Werte wurden
aufgerundet.

Auch bei den Analysen der Diplomarbeit dominierten starke IFNy-Antworten (SFE) gegen das
Peptid DSELEIKRY, die lingere Form des HLA-BI18-restringierten CD8+ T-Zell-Epitops
SELEIKRY. Somit sind ex vivo Untersuchungen nur eingeschrinkt moglich. Die SELEIKRY-
spezifische Antwort weist eine Kombination aus einer hohen Frequenz von IFNy-produzierenden
Zellen in PBMCs und der ausgepragten Dominanz unter HLA-B18-positiven Tréigern, selbst in ex
vivo Untersuchungen, auf (Tab. 12). Ex vivo IFNy-ELISPOT-Experimente mit den
Epitopkandidaten SESGQFHAF, NPDLYVTTY, NEIHVYNDY, PRSPTVFYNIPPMPL und
ESEERPPTPY, lieferten nur zwei Beispiele fiir eine moderate bis starke IFNy-Antwort (Abb. 4
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und Abb. 5). Fiir das Peptid SESGQFHAF aus dem Iytischen Protein BRLF1 wurden nach
vorhergehender Stimulation von PBMCs wenige Individuen gefunden, die hohe Frequenzen von
IFNy-produzierenden Zellen aufweisen (Tab. 11). Aus fiinf positiven Reaktionen sind nur zwei
sehr stark gewesen. Die IFNy-Antworten sind vergleichbar mit der Reaktion der PBMCs in der
Positivkontrolle (PHA-L) mit 10 pg/ml (Abb. 6). Die IFNy-Antwort (SFE) in ex vivo
Untersuchungen ist fiir dieses Peptid schwach (Abb. 7).

B NEIHVYNDY
400 7 @ HIV B18 Peptid
O Medium

200 -

1N

B026 B025 B033 B029 B034 B022 B023
Blutspender

Abb. 4: Ex vivo IFNy-ELISPOT fiir den HLA-B18 Epitopkandidat NEIHVYNDY. Im Balkendiagramm
sind Standardabweichungen eingetragen. HIV BI18 = FRDYVDRFYK aus p23, HIV (HLA-BIS).
SFE = Spot-formierende Einheiten, es wurde der Mittelwert aus Triplikaten ermittelt.

SFE per 500.000 PBMCs

B PRSPTVFYNIPPMPL
EHIV B18 Peptid

1200 -
O Medium

800 A

400 A

SFE per 500.000 PBMCs

0__-'-757 i'!'v-—ﬂli-l—r—ﬂl

B026 B025 B033 B032 B029 B034 B022 B023

Blutspender
Abb. 5: Ex vivo IFNy-ELISPOT fiir den HLA-B18 Epitopkandidat RPSPTVFYNIPPMPL. Im

Balkendiagramm sind Standardabweichungen eingetragen. HIV B18 = FRDYVDRFYK aus p23, HIV
(HLA-B18). SFE = Spot-formierende Einheiten, es wurde der Mittelwert aus Triplikaten ermittelt.
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11% der getesteten Peptide rufen IFNy-positive Antworten hervor (Abb. 8A). Traten positive
IFNy-Antworten in den in vitro ELISPOTs gegen ein bestimmtes Peptid bei gleich oder mehr als
50% der untersuchten Blutspender auf, so wurde das Peptid als dominant eingestuft. Wurden
IFNy-Antworten bei weniger als 50% der getesteten Individuen detektiert, so wurde das Peptid als
subdominant gewertet. Das Epitop PRSPTVFYNIPPMPL aus dem latenten Protein EBNA2,
welches nur in einer ex vivo Untersuchung getestet wurde (Abb. 5), wurde aufgrund der
dominanten Erkennung unter HLA-B18-positiven Individuen, in die Reihe der dominanten
Peptide aufgenommen. Besonders bei den Blutspendern B025 und B022 sind hohe Frequenzen
von [FNy-produzierenden Zellen detektiert worden (Abb. 5). Die Bestimmung hoher Frequenzen
von reagierenden Zellen ist mit automatischer Auswertung begrenzt moglich. Daher sind oft

solche Antworten (B025, B022) dhnlich wie in Abb. 6 zu bewerten.

Spender SESGQFHAF HIV-Peptid Medium PHA-L

1 4
B11
B12 ‘ ‘ l
c c C

Abb. 6: IFNy-ELISPOT nach Pool-Stimulation mit dem Epitopkandidat SESGQFHAF. Die
entsprechenden PBMC-Proben wurden mit einem Test-Pool von drei Peptiden, darunter dem Peptid
SESGQFHAF stimuliert. Im anschlieBenden ELISPOT wurden die Peptide einzeln als Triplikate pipettiert.
Gezeigt sind nur Ausschnitte fiir das Peptid SESGQFHAF und Negativ- und Positivkontrollen. HIV-Peptid und
Medium dienten als Negativkontrollen. HIV-Peptid = FRDYVDRFYK aus p23, HIV (HLA-B18). PHA-L =
Positivkontrolle. TNTC = too numerous to count. (MSIPN4B50 opaque-Platte).

Diese Unterteilung der Epitopkandidaten in eine dominante und subdominante Gruppe hat
ergeben, dass die Mehrheit der detektierten Antworten als subdominant kategorisiert wurde.
Daneben sind mehr dominante Antworten gegen Epitope aus lytischen Antigenen von EBV
gerichtet (Abb. 8B). Das Verhéltnis von dominant zu subdominant ist in beiden Gruppen (lytisch

und latent) anndhernd gleich.

Spender SESGQFHAF HIV-Peptid Medium PHA-L
1291 (0 3* b & } ’
L 120 8 I 154 2 128 10
k " & “ - F ‘Y - ; M

Abb. 7: Ex vivo Detektion von seltenen SESGQFHAF-spezifischen IFNy-Antworten. Ausschnitt einer
ELISPOT-Platte, hier am Beispiel einer positiv (untere Zeile) und einer negativ (obere Zeile) getesteten Probe.
HIV-Peptid und Medium dienten als Negativkontrollen. HIV-Peptid = FRDYVDRFYK aus p23, HIV
(HLA-B18). PHA-L = Positivkontrolle. (MSHAS4510 clear-Platte).
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A 9% (15)

. . . *
M Epitopkandidaten (lytisch)
2% (4)

M Epitopkandidaten (Iatent)*
[ Peptide (latent)

[IPeptide (lytisch)

29% (49) D dominant

S subdominant

60% (103)

Lytisch D S

Latent [D| S

0 3 6 9 12 15
Anzahl der Epitopkandidaten ™

Abb. 8: Prozentuale Verteilung der positiv und negativ getesteten Peptide. A: Anzahl der positiven und
negativen Peptide ist in Klammern angegeben. Diagramm zeigt alle Peptide, die in die Analyse eingeschlossen
wurden (Tab. 2 bis Tab. 5). B: Dominanzverteilung (Tab. 11). * = Analyse beinhaltet veroffentlichte HLA-B18-
restringierte CD8+ T-Zell-Epitope

3.2 Kartierung von HLA-B18 Epitopkandidaten in EBV-Proteinen

Alle HLA-B18 Epitopkandidaten sollten in Relation zu veroffentlichten HLA-B18-restringierten
CD8+ T-Zell-Epitopen dargestellt werden. Fiir die Darstellung (Abb. 9) und Beschreibung
wurden eigene Daten und Daten tiber CD8+ und CD4+ T-Zell-Epitope aus [177] verwendet. Zur
Ergéinzung von fehlenden oder abweichenden Daten wurden Informationen aus (Kap. 6, S. 111,
Nr. 4) entnommen. Insgesamt verteilen sich die 19 Peptide auf 11 EBV-Proteine. Einige der
HLA-B18 Epitopkandidaten, wie zum Beispiel das Peptid TEENLLDF (EBNAG6, AS 280-287)
liegen in Epitop-reichen Proteinregionen. Im Bereich (EBNA6, AS 271-293) liegen vier weitere
CD8+ T-Zell-Epitope. Das Epitop SELEIKRY (BZLF1, AS 173-180) ist am Rande eines Clusters
mit CD8+ und CD4+ T-Zell-Epitopen (AS 174-221) positioniert. Der dominante Epitopkandidat
NEIHVYNDY (AS 600-608) aus dem lytischen Protein BALF4 liegt allerdings in der Umgebung
von nur einem CD4+ T-Zell-Epitop (AS 575-589). Der Epitopkandidat SESGQFHAF (BRLF1,
AS 293-301), im Vital-Assay als ein neues Epitop bestétigt, hat keine T-Zell-Epitope in der
unmittelbaren Nzhe. Das Peptid (A)EEYSDLAL (BALF2, AS 795-803) liegt in einer
Proteinregion, fiir die keine CD8+ T-Zell-Epitope bekannt sind. Fiir das Protein BHRF1 sind
keine CD8+ T-Zell-Epitope bekannt. Jedoch liegt der Epitopkandidat IERNSETF (BHRF1, AS
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58-65) in der Néhe eines bekannten CD4+ T-Zell-Epitops (AS 45-57). Fiir die verdffentlichten
Epitope LVSDYCNVLNKEFTA (BRLF1, AS 25-39), DEVEFLGHY (BMLF1, AS 417-425) und
PRSPTVFYNIPPMPL (EBNA2, AS 276-290) befinden sich in der unmittelbaren Néhe nur
wenige bis keine CD8+ T-Zell-Epitope. Fiir den Proteinabschnitt PRSPTVFYNIPPMPLPPSQL
(EBNA2, AS 276-295) wird Erkennung auf multiplen HLA-Klasse-II-Allelen beobachtet.
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Abb. 9: Kartierung von HLA-B18 Epitopkandidaten. Dargestellt sind alle Antigene, fiir die positive IFNy-
Antworten detektiert wurden. v. = verdffentlichte, @ = Epitop SELEIKRY, o = LVSDYCNVLVKEFT,
ly = Iytisch (Abb. 8), la =latent (Abb. 8), * =v. HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitope.
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3.3 Die rekombinante MHC-Klasse-I a-Kette HLA-B18 fiir die
Herstellung von MHC-Peptid-Komplexen

Zur Expression der MHC-Klasse-I a-Kette HLA-B18 wurde der HLA-B18 pET3a Vektor
hergestellt. Die Sequenzen der Primer fiir Nested-PCRs wurden mit Hilfe des
Optimierungsreports fiir den HLAB-1801 expression opt pET3a Vektor erstellt. Die
Aminosduresequenz der vorhandenen rekombinanten o-Kette HLA-BI8 (HLAB-1801
expression_opt pET3a Vektor) wurde auf diese Weise N-terminal gekiirzt und C-terminal
erweitert (Abb. 10A). Die aus den Nested-PCRs erhaltene Sequenz wurde mit dem pGEM T Easy
Vektor ligiert. Uber die Restriktionsenzyme Nde I und Sma I wurde die neue Sequenz in den
urspriinglichen pET3a Vektor kloniert (Kap. 2.12, S. 24) und ist in der Abb. 10B dargestellt. Die
DNA-Sequenz fiir das synthetische Gen (rekombinante a-Kette HLA-B18) wurde mit Hilfe des
Programms GenScript's OptimumGene™ codon optimization tool auf den Codon Adaptation
Index (CAI)-Wert gepriift (Kap. 6, S. 111, Nr. 6). Ein CAI-Wert von 1,0 wird als ideal betrachtet.
Je niedriger der Wert, desto grofer ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Gen von Interesse
schwach exprimiert wird. Der CAI-Wert fuir die neue Sequenz betrug 0,84. E.coli des Stammes
BL21(DE3) pLysS wurden mit dem neuen Vektor transformiert. Abb. 11 zeigt die DNA-Sequenz
und die Aminosduresequenz fiir HLA-B18 inclusion bodies. Um die Induktion der

Proteinexpression zu testen, wurden im kleinen Mafstab Induktionstests mit IPTG durchgefiihrt.

A Smal
P rev03 |
P rey01 Fulull
Smal

pET3a

Nde | Smal BamHI

B PETZa i‘_%l'@

Nde | BamHI

Abb. 10: Verkiirzte Darstellung der Arbeitsschritte bei der Konstruktion des HLA-B18 pET3a Vektors.
(Kap. 2.12, S. 24) A: Die neue Sequenz wurde anhand des HLA-B1801 expression opt pET3a Vektors
(Entelechon) mit Hilfe der Nested-PCR erstellt. P rev01 bis 03 und P for = Primer fiir die Nested-PCR B18ib for
01 und BI18ib rev 01 bis 03. Nde I, Sma I, BamHI = Restriktionsschnittstellen, Biot Seq =
Biotinylierungssequenz (siche Kap. VI). B: Finale Form von dem HLA-B18 pET3a Vektor. Die Sequenz der
rekombinanten a-Kette HLA-B18 ldsst sich tiber die Restriktionsschnittstellen fiir Nde I und BamHI aus dem
Vektor entfernen.
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Im Fall der Induktionsproben waren deutliche Banden im Vergleich zu den entsprechenden
Negativkontrollen sichtbar (Abb. 12). AnschlieBend wurden die inclusion bodies fiir die
rekombinante o-Kette HLA-B18 hergestellt. Aus knapp 4,5 1 Bakterienkultur wurden 2,06 g
Protein erhalten. Fiir die Herstellung eines MHC-Klasse-I-Peptid-Komplexes bendtigt man 48 mg
der rekombinanten a-Kette. Die Menge reicht demnach fiir die Generierung von MHC-Klasse-I-

Peptid-Komplexen in 42 Riickfaltungen und verdeutlicht die Effizienz dieses Systems.

A GGC TCC CAC TCC ATG CGC TAC TTT CAC ACG TCC GTT TCT CGT CCG
GGT CGT GGT GAA CCG CGT TTC ATC TCC GTT GGC TAC GTG GAC GGT ACC
CAG TTC GTC CGC TTT GAC TCT GAC GCC GCA TCT CCG CGT ACT GAA CCA
CGT GCC CCG TGG ATC GAA CAG GAA GGT CCG GAA TAC TGG GAC CGC AAC
ACC CAG ATC AGC AAA ACC AAC ACC CAG ACC TAC CGT GAG TCT CTG CGC
AAC CTG CGT GGT TAC TAC AAC CAG AGC GAA GCG GGT AGC CAC ACT CTG
CAG CGC ATG TAT GGC TGT GAC GTT GGC CCG GAT GGT CGT CTG CTG CGT
GGT CAC GAT CAG TCT GCC TAC GAC GGC AAA GAC TAC ATC GCG CTC AAC
GAG GAC CTG TCT AGC TGG ACT GCA GCT GAT ACG GCT GCG CAG ATC ACC
CAG CGT AAA TGG GAA GCG GCA CGT GTT GCT GAA CAG CTG CGT GCT TAC
CTG GAG GGT ACT TGC GTG GAA TGG CTG CGT CGT CAC CTG GAG AAC GGC
AAA GAA ACC CTG CAG CGT GCA GAT CCA CCG AAA ACC CAC GTT ACG CAC
CAC CCG ATC TCC GAT CAT GAG GCA ACT CTG CGT TGC TGG GCA CTG GGC
TTC TAT CCG GCA GAG ATT ACC CTG ACC TGG CAG CGT GAT GGT GAA GAC
CAG ACC CAG GAC ACC GAA CTG GTA GAA ACT CGT CCG GCG GGT GAT CGT
ACC TTC CAG ARA TGG GCC GCT GTT GTA GTA CCG TCT GGC GAG GAG CAG
CGT TAC ACT TGC CAT GTA CAG CAT GAG GGT CTG CCG AAA CCG CTG ACC
CTG egt TGG GAC CCG GGT TCT GGC TCT CTG CAC CAC ATC TTC GAA GCG
CAG ARA ATC GAA TGG CGT CAT CGC (¥}

B MGSHSMRYFHTSVSRPGRGEPRFISVGYVDGTQFVRFDSDAASPRTEPRAPWIEQEGPEYWDR
NTQISKTNTQTYRESLRNLRGYYNQSEAGSHTLQRMYGCDVGPDGRLLRGHDQSAYDGKDYIA
LNEDLSSWTAADTARQITQRKWEAARVAEQLRAYLEGTCVEWLRRHLENGKETLQRADPPKTH
VTHHPISDHEATLRCWALGFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDRTFQKWARAVVVES
GEEQRYTCHVQHEGLPKPLTLRWDPGSGSLHHIFEAQKIEWRHR

Abb. 11: DNA- und Aminosiuresequenz fiir inclusion bodies der rekombinanten o-Kette HLA-B18.
A: DNA-Sequenz. Rot = Startcodon, grau = Biotinylierungssequenz (siche Kap. VI), schwarz = Stopcodon.
B: Aminosduresequenz fiir inclusion bodies. Siehe auch Abb. 2, Abb. 10 und Kap. 2.13.1, S. 32.

Pellet Bakterien
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Abb. 12: Induktionstests fiir inclusion bodies der rekombinanten a-Kette HLA-B18. SDS-PAGE mit
Proben beider Tests einschlieBlich der entsprechenden Negativkontrollen. M = Marker SeeBlue Pre-Stained
Standard, @ = Negativkontrolle, * = Kreis-Artefakt bei Gelentfirbung.
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34 Detektion von Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen mit HLA-B18-
Tetrameren

34.1 Das HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer

Um Antigen-spezifische T-Zellen untersuchen, charakterisieren oder isolieren zu kénnen, wurden
HLA-B18 MHC-Peptid-Komplexe hergestellt. Das Gewicht fiir folgende Untersuchungen wurde
auf das dominante lytische Epitop SELEIKRY gelegt. Abb. 13 zeigt die Titration mit dem
HLA-BI18-SELEIKRY-Tetramer an einer SELEIKRY-positiv getesteten PBMC-Probe. Beim
Einsatz von ~0,3 pg MHC-Peptid-Monomer bleibt die Hintergrundfirbung vergleichbar mit
~0,1 pg eingesetztem MHC-Peptid-Monomer. Die Tetramer-positive Population nimmt jedoch bei
~0,1 pg ab. Deshalb betrdagt die Menge von HLA-B18-SELEIKRY-Monomer, die pro Probe
eingesetzt werden kann, ~0,3 pg. Als negative Kontrollgruppe in der Tetramerfirbung wurden
HLA-B18-negative Individuen gewihlt. Abb. 13E zeigt den prozentualen Anteil von Tetramer-
positiven Zellen in der CD8+ T-Zell-Population von HLA-B18-positiven und HLA-B18-
negativen Blutspendern. T-Zellen, die spezifisch das HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitop
SELEIKRY aus dem lytischen Protein BZLF1 erkennen, kénnen durch eine klar abtrennbare
Population, innerhalb der CD8+ T-Zell-Population detektiert werden (Abb. 14A und Abb. 14C).
Unter HLA-B18-positiven Individuen wurden auch Tetramer-negative Blutspender gefunden
(Abb. 14B). Die Kontrollgruppe der HLA-B18-negativen Blutspender zeigt keine grofere
unspezifische Féarbung (Abb. 14D). Solche Férbungen koénnen jedoch bis ca. 0,5% der
CD3+/CD4-/CD8+ T-Zell-Population betragen. Im Gegensatz zu HLA-B18-positiven Proben sind
hier aber keine Populationformationen sichtbar. Die Funktion der T-Zelle wird durch die
Regulation der Expression des T-Zell-Rezeptors beeinflusst. Durch die Stimulation des T-Zell-
Rezeptors mit dem Liganden wird der T-Zell-Rezeptor schnell internalisiert (Valitutti et al., 1997,
J Exp Med.). Um die spezifische Herabregulation des T-Zell-Rezeptors zu beobachten, wurde ein
Tetramer-positiver Spender mit dem synthetischen Peptid SELEIKRY unterschiedlich lange
stimuliert (Abb. 15). AnschlieBend wurden diese Proben zusammen mit den Kontrollproben mit
dem HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer gefirbt. Nach 30 min Stimulation mit dem spezifischen
Peptid SELEIKRY sind ca. 37% Tetramer-positiver Zellen (der urspriinglichen Populationsgrof3e)
im betrachteten Fenster (oberer Quadrant, rechts) zu detektieren (Abb. 15A und Abb. 15D). Die
Intensitédt des PE-Signals nimmt kontinuierlich mit der Zeit ab (Abb. 15C, A). Die Stimulation mit
dem Peptid SELEIKRY fiihrt zur spezifischen Herabregulation des T-Zell-Rezeptors, einem
essentiellen Vorgang bei einer addquaten Funktion der T-Zelle. Das HLA-B18-SELEIKRY-
Tetramer wurde ebenfalls zur Bestimmung des Phinotyps der Epitop-spezifischen T-Zellen aus
PBMCs eingesetzt (Abb. 16A und Abb. 16B). Der dominante Anteil von Tetramer-positiven
Zellen ist CD45RO-positiv und CCR7-negativ, gehort folglich der Effektor/Gedédchtnis T-Zell-
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Population an. Dies bestitigt die allgemeine Beobachtung fiir CD8+ T-Zellen, die gegen lytische
Antigene aus EBV gerichtet sind. Ein dhnliches Ergebnis lieferte auch eine vergleichende
Férbung eines HLA-B8-positiven Spenders mit dem HLA-B8-RAKFKQLL-Tetramer.

5 ug 119 0,5 pg 0,3 pg 0,1ug

A 3,75%) s 3,26%| | 3,15%] | 3.11%) 5] 2,93%

0,00%

Tetramer

ungefarbt

»
>

CD8

Abb. 13: Tetramertitration vom HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer. Die optimale Menge von
eingesetztem SELEIKRY-HLA-B18-Monomer betrdgt ~0,3 ug pro Test.

. A B E
10%4 10
: H
104 10 E 5 |
E 10°1 10%4 ':J 4
| ] 5 ®
B | 0] ] E ]
S| o I o
m ‘ ‘2 ‘ 3 - Iz = .
4 0 10 10 0 10 ®° 1
i
1 C D 0 ¢ e
u? 10 10 . .
-]
s . 1 2
£ 104 10 Testgruppen
5:' 10% 1°3t
@ HLA-B18+
102: 102* O HLA'B18'
03 8 07
0 10> 10 10* 10 o 10> 10°
CD8

Abb. 14: Tetramerfirbung mit dem HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer. A, C: Deutlich sichtbare Tetramer-
positive T-Zell-Populationen, die spezifisch fiir das HLA-B18-restringierte Epitop SELEIKRY sind.
B: Tetramer-negativ getestete PBMCs eines HLA-B18-positiven Blutspenders. D: HLA-B18-negative PBMCs
wurden als Kontrollgruppe eingesetzt. E: Tetramerfirbung zweier Testgruppen: HLA-B18+ (n = 10) und
HLA-B18- (n=9).
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Abb. 15: Herabregulation des T-Zell-Rezeptors. A: Die PBMCs
wurden im angegebenen Zeitintervall mit dem synthetischen Peptid
SELEIKRY stimuliert und anschlieend mit dem HLA-B18-SELEIKRY-
Tetramer gefirbt. B: Kontrollen, HIV-Peptid und DMSO. HIV-Peptid
bzw. HIV P. = FRDYVDRFYK aus p23, HIV (HLA-B18). C, A: Die
Intensitdt des PE-Signals nimmt kontinuierlich ab. D: Der Prozentanteil
der Tetramer-positiven Zellen (CD3+/CD4-/CD8+) nimmt rasch ab und
bleibt anndhernd konstant im Zeitfenster von 2,5 h, ab 3,5 h leicht
fallend.
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Abb. 16: Bestimmung des Phiinotyps Tetramer-positiver CD8+ T-Zellen. A: Tetramerfirbung mit HLA-BS-
RAKFKQLL und HLA-B18-SELEIKRY. Angegeben ist der prozentuale Anteil Tetramer-positiver Zellen in der
CD3+/CD4-/CD8+ T-Zell-Population. B: Phénotyp der Tetramer-positiven T-Zellen (links) aus A im Vergleich
zur CD3+/CD4-/CD8+ Population (rechts). RAKFKQLL ist ein veroffentlichtes CD8+ T-Zell-Epitop aus EBV.

34.2 Weitere HLA-B18-Tetramere

Als néchster Schritt sollte untersucht werden, ob weitere HLA-B18 Epitopkandidaten sich
zusammen mit der a-Kette HLA-B18 und dem B,-Mikroglobulin zu einem MHC-Peptid-Komplex
falten lassen. Neben dem Peptid SELEIKRY wurden die Peptide SESGQFHAF (BRLFI),
DEVEFLGHY (BMLF1), NPDLYVTTY (BMRF1), EEYSDLAL (BALF2), NEIHVYNDY
(BALF4), ESEERPPTPY (LMP2) und TEENLLDF (EBNAG6) bei Riickfaltungen eingesetzt. Bei
den entsprechenden Fraktionsauftrennungen waren Komplexe sichtbar (Abb. 17). Tab. 13 zeigt
die gewonnene Menge einer Auswahl von biotinylierten Monomeren. Die folgende Abb. 18 zeigt
ex vivo Tetramerfirbungen mit dem HLA-B18-Tetrameren fiir die Peptide SESGQFHAF,
NEIHVYNDY und TEENLLDF. Im Vergleich zur Farbung mit dem HLA-B18-SELEIKRY-
Tetramer, das als Positivkontrolle eingesetzt wurde, sind keine eindeutigen Tetramer-positiven
Populationen sichtbar. Bei dieser Farbung wurde fiir alle in Abb. 18 aufgefiihrten Tetramere die
gleiche Verdiinnung, wie bei HLA-BI8-SELEIKRY, eingesetzt. Kontrollfdirbungen mit dem
HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer bei HLA-B18-negativen Blutspendern zeigen Hintergrund-
farbungen bis zu ca. 0,5% der CD3+/CD4-/CD8+ T-Zell-Population.
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Abb. 17: Erster FPLC-Auftrennungsschritt von HLA-B18-Monomeren. A: Monomer fiir Epitopkandidat
SESGQFHAF. B: Monomer fiir Epitopkandidat NEIHVYNDY. Elution vor dem Biotinylierungsschritt.

Tab. 13: HLA-B18-Monomere

SEQUEnE SELEIERY SESGQFHAF WPDLYVITY EEYSDLAL NEIHVYMDY TEEWMLLDF
Protem BZLF1 EELF1 BMEF1 BALFZ BALF4 EBNAA
biot. Monotner 1,19 mg 2,55 mg 1,02 mg 0,78 thg 1,15 tng 0,80 g

Gezeigt sind die erhaltenen Mengen von biotinylierten HLA-B18-Monomeren fiir die potentiellen, neuen
HLA-B18 Epitopkandidaten. biot. = biotinyliert.
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Abb. 18: Ex vivo Tetramerfirbung mit weiteren HLA-B18-Tetrameren. Gezeigt sind jeweils drei verschiedene
PBMC-Proben fiir drei weitere HLA-B18-Tetramere fiir die Epitopkandidaten SESGQFHAF (BRLF1),
NEIHVYNDY (BALF4) und TEENLLDF (EBNAG6). Obere Zeile zeigt zum Vergleich die Farbung mit dem
HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer. In den Abbildungen ist der prozentuale Anteil der Tetramer-positiven Zellen aus
der CD3+/CD4-/CD8+ T-Zell-Population angegeben (rechter Quadrant). Im oberen linken Quadranten ist die
Spender-Nr. eingetragen. Siehe auch fiir das Peptid NEIHVYNDY (BALF4) Abb. 4 und fiir das Peptid
SESGQFHAF (BRLF1) Abb. 7.
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Betrachtet man in Abb. 18 Spender B025 (HLA-B18-NEIHVYNDY) betrdgt die Tetramer-
positive Population 0,01% der CD3+/CD4-/CD8+ T-Zellen. In Abb. 4 wurde der gleiche Spender
fiir das Peptid auf [FNy-Antwort im ex vivo ELISPOT getestet. In diesem Assay wurden 500.000
PBMCs eingesetzt. Durchschnittlich reagierten ca. 350 Zellen auf das Peptid NEIHVYNDY mit
IFNy-Produktion. In der Tetramerfirbung wurden eine Million Zellen gezéhlt, davon waren ca.
130.000 Zellen CD3+/CD4-/CD8+. Demnach miisste die Tetramer-positive Population einen
groBeren  Wert als 0,01% Dbetragen. Fir die neuen HLA-B18-Tetramere werden
Tetramertitrationen erforderlich sein. Auf die Ergebnisse der Tetramertitration mit dem

HLA-B18-SESGQFHAF-Tetramer wird in der Diskussion nidher eingegangen.

35 Polyfunktionalitit SELEIKRY-spezifischer CD8+ T-Zellen

An dieser Stelle wird am dominanten HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Epitop SELEIKRY
aus BZLF1 untersucht, ob Epitop-spezifische T-Zellen ein polyfunktionales Funktionsmuster
aufweisen. Fiir dieses Experiment wurde als Vergleichsepitop das dominante verdffentlichte
HLA-BS8-restringierte Epitop RAKFKQLL gewihlt. Dieses Peptid stammt ebenfalls aus dem
lytischen EBV-Antigen BZLF1. Als Negativkontrolle wurde ein HIV-Peptid gewéhlt. Um die
Komplexitdt der SELEIKRY-spezifischen CD8+ T-Zell-Antwort mit dem Muster gegen ein
bisher bekanntes lytisches Epitop aus EBV zu untersuchen, wurden fiinf CD8+ T-Zell-Funktionen
ausgewdhlt. Diese sollten einen ersten Einblick in die Produktion von Chemokinen (MIP-1p), die
Fahigkeit zur Degranulation (CD107a) und die Zytokinproduktion (IFNy, TNFa, IL-2) geben.
Abb. 19A zeigt ein generelles Bild fiir alle Funktionen anhand eines HLA-B18-positiven
Individuums, dessen PBMCs mit dem Peptid SELEIKRY stimuliert wurden, im Vergleich mit der
Stimulation eines HLA-B8-positiven Blutspenders mit dem Peptid RAKFKQLL in Abb. 19B. Die
SELEIKRY-spezifische CD8+ T-Zell-Antwort beinhaltet sowohl eine IL-2-, IFNy- und TNFa-,
als auch eine MIP-1B- und CD107a-Antwort. Die Komplexitit der Funktionen ist in Abb. 20
dargestellt. Die Werte fiir die jeweiligen Funktionsmuster wurden fiir die beiden Epitope und die
Negativkontrollen bestimmt. In der Abb. 20 wurden die Werte der Negativkontrollen von den
Werten nach der Stimulation mit den EBV-Epitopen subtrahiert. Falls das Ergebnis einen
negativen Wert aufwies, wurde das Ergebnis gleich null gesetzt. Vergleicht man die Signatur fiir
die stirksten Subpopulationen in der Abb. 20, so besteht kein wesentlicher Unterschied in der
Musterverteilung zwischen der SELEIKRY- und der RAKFKQLL-spezifischen CD8+ T-Zell-
Antwort. Spender B3 hat einen besonders hohen Anteil von reagierenden CD8+ T-Zellen. Die
individuellen Funktionsmuster wurden schlieBlich in Gruppen zusammengefasst, die entweder

fiinf, vier, drei, zwei oder nur eine Funktion tragen.
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A B
SELEIKRY HIV-Peptid RAKFKQLL HIV-Peptid

IL-2

Abb. 19: Reprisentative Darstellung fiir unterschiedliche T-Zell-Funktionen. A: Stimulation mit dem
HLA-B18-restringierten Epitop SELEIKRY aus dem lytischen Protein BZLF1 (links) und einem irrelevantem
Peptid aus HIV, FRDYVDRFYK aus p23, (rechts). B: Stimulation mit dem bekannten T-Zell-Epitop
RAKFKQLL, ebenfalls aus BZLF1 (links), und einem irrelevanten Peptid aus HIV (rechts), siche A.
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Der grofite Anteil wird von Zellen getragen, die vier Funktionen gleichzeitig innehaben. Eine
individuelle Schwankung unter HLA-B18-positiven Individuen in der prozentualen Verteilung fiir
die unterschiedlichen Gruppen ist vorhanden. Der Blutspender B3 hat den niedrigsten
Prozentanteil an monofunktionalen Zellen (1%) und den hochsten Prozentanteil an
polyfunktionalen Zellen (26%, fiinf Funktionen). Je hoher der Anteil an Zellen, die vier bis fiinf
Funktionen aufweisen, desto niedriger ist der Anteil der monofunktionalen Zellen. Dies ist bei
allen getesteten Individuen zu verzeichnen, einschlieBlich der Vergleichsprobe fiir das Epitop

RAKFKQLL (Abb. 21).
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Abb. 21: Prozentuale Verteilung der multifunktionalen Zellen anhand der Anzahl von Funktionen. Die
Abbildung zeigt die gleichen Blutspender aus Abb. 20.

3.6 Detektion von IFNy-produzierenden CD8+ T-Zellen nach
Stimulation mit weiteren HLA-B18 Epitopkandidaten

Ein kleinerer Anteil von Peptiden wurde mit der intrazelluldren Zytokinfarbung untersucht. Die
PBMCs wurden mehrmals mit Peptid stimuliert (Kap. 2.15, S. 37) und zu einem spéteren
Zeitpunkt getestet. Positive Ergebnisse sind in Abb. 22 dargestellt. Im Rahmen der Screenarbeit
wurden keine getrennten Negativkontrollen fiir jeden Test verwendet, sondern es wurden aus
einer beliebigen Stimulationsprobe Zellen des gleichen getesteten Spenders entnommen. Als
Negativkontrolle wurde Kulturmedium verwendet. Es sind eindeutig IFNy-Antworten in der
Fraktion der CD8+ T-Zellen fuir drei der fiinf aufgefiihrten Peptide nachweisbar. Positive IFNy-
Antworten aus diesem Experiment bestitigen die bereits im ELISPOT gefundenen
Epitopkandidaten. Fiir das Peptid EEYSDLALF siehe auch Kap. 4.2.7, S. 92. Nach einer weiteren
Stimulationsrunde des hier aufgefithrten Experiments (Abb. 22) wurden bei einigen der
aufgefiihrten Epitopkandidaten (PRSPTVFYNIPPMPL, KESLFNSFY, und EEYSDLALF) auch
andere Funktionsmarker, wie CDI107a und TNFa, in der CD4-/CD8+ T-Zell-Population
detektiert. Dariiber hinaus konnte bei Proben nach Préstimulation (Stimulationsprotokoll fiir

ELISPOT) mit weiteren HLA-B18 Epitopkandidaten (AFDQATRVY, VVETLSSSY) ebenfalls
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die Produktion von CD107a und TNFa, in einem Fall (SESGQFHAF) auch die Produktion von
IL-2, TNFa und IFNy, in der CD4-/CD8+ T-Zell-Population nachgewiesen werden.
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Abb. 22: HLA-B18-Epitopsuche mit intrazellulédrer Zytokinfirbung fiir IFNy. Als Negativkontrolle wurde
Medium verwendet.



77

3.7 Zytotoxizitit von Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen

3.7.1 Der HLA-B*1801%**“~C pIRES puro2 Vektor

Die RNA wurde aus einer HLA-B18-positiven Zelllinie extrahiert, um anschlieend die cDNA fiir
HLA-B18 herzustellen, die mit dem pGEM T Easy Vektor ligiert wurde. Die
HLA-B*1801W486CHG-CDNA-Sequenz wurde schlieSlich in den pIRES puro2 Vektor kloniert.
Das experimentelle Vorgehen fiir den HLA-B*1801V*“~% pIRES puro2, ausgehend von den
beiden Klonen mit den Teilsequenzen fiir HLA-B18-cDNA, ist in Abb. 23 graphisch dargestellt.
Abb. 24 zeigt die vollstindige HLA-B*1801“***“~9_cDNA-Sequenz. Die Position der Sequenz in
dem pIRES puro2 Vektor ist in Abb. 25 dargestellt.

Klon 9 Klon 3
B*1801 227 2727 B*1801
Bgl I Sall Bgl Il Sal |

L N

S Mutation 5

XXX pGEM T Easy
I L
At pGEM T Easy
Nllm I _g_ Not |
' o PIRES puro2
NLe I Not |

Abb. 23: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte bei der Konstruktion des HLA-B*1801"*6¢~¢
PIRES puro2 Vektors. (siche Tab. 9 und Kap. 2.20.2, S. 48 und 2.20.3, S. 50). Ausgehend von zwei Klonen
mit Teilsequenzen fir HLA-B18 im pGEM T Easy Vektor, wurden Teilstiicke nach einem Verdau mit den
Restriktionsenzymen Bgl II und Sal I zu einem Vektor mit der HLA-B18-cDNA-Sequenz ligiert. Durch
Mutagenese wurden Punktmutationen, die die Aminosduresequenz verdndern wiirden, beseitigt. Die
HLA-B*1801V*#6“~C_¢cDNA-Sequenz wurde durch die Restriktionsenzyme Nhe I und Not I aus dem
pGEM T Easy Vektor geschnitten und in den pIRES puro2 Vektor kloniert, siche auch Abb. 24 und Abb. 25.
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ATGCGGGETCACGGCGCCCCGAACCCTCCTCCTGCTGCTCTGGGGGEGECAGT GGCCCTGACCGAGACCTGGGCTGEGC

el alalalnlalar Nallalalar . Talar Talalar Talalalalalnlnlalalalalalmlaslalnl

GACGTGGGGCCGGACGGGECGCCTCCTCCGCGGGCATGACCAGT CCGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTG
CGAGGACCTGAGCTCCTGGACCGCGGCGGACACGGCGGCTCAGAT CACCCAGCGCAAGT GGGAGGCGGCCCGET

GTGGCGGAGCAGCTGAGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGT GGAGT GGCTCCGCAGACACCTGGAGAACGGGAAG

GACACCGAGCTTGTGGAGACCAGACCAGCAGGAGATAGAACCTTCCAGAAGTGGGCAGCTGTGGTGGTGCCTTCT
GGAGAAGAGCAGAGATACACATGCCATGTACAGCATGAGGGGCTGCCGAAGCCCCTCACCCTGAGATGGGAGCC
TCTTCCCAGTCCACCATCCCCATCGTGGGCATTGTTGCTGGCCTGGCTGTCCTAGCAGTTGTGGTCATCGGAGCT
GTGGTCGCTACTGTGATGTGTAGGAGGAAGAGCT CAGGTGGAAAAGGAGGGAGCTACTCTCAGGCTGCGTCCAGC
GACAGTGCCCAGGGCTCTGATGTGTCTCTCACAGCTTGA

Abb. 24: HLA-B*1801"***C~C_cDNA-Sequenz fiir den HLA-B*1801"**¢~¢ pIRES puro2 Vektor. Die
Sequenz enthilt eine Punktmutation (grau), dndert jedoch die Aminosdure an der betroffenen Position nicht
(Wobble).

Abb. 25: Schematische, vereinfachte Dar-
stellung des HLA-B*1801%*°“~C¢ pIRES
CMV IE puro2 Vektors. Amp' = Ampicillinresistenz

(B-Lactamase)-Gen, Puro’ = Puromycin-

resistenz  (Puromycin-N-acetyl-Transferase),
Nhe CMV IE = Humanes Zytomegalievirus
HLA-B*1801W485¢ -G pIRES puro2 (CMV) ,major immediate early* Promotor,

IRES = Attenuierte interne ribosomale
HLA-B18 cDNA Eintrittsstelle aus Enzephalomyokarditis-
Virus (ECMV), Nhe I, Not I
= Restriktionsenzyme, iiber die HLA-B18-
cDNA kloniert wurde. Informationen zur
Darstellung der Abb. 25 wurden (Kap. 6,
S. 111, Nr. 9) entnommen.

Notl

3.7.2 Die Generierung von K562-B18 Transfektanten
Um die zytotoxische Kapazitdt von Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen, die sich gegen HLA-B18
Epitopkandidaten richten, zu untersuchen, wurde eine KS562-Transfektante, die K562-B18,

generiert. Mit dem neuen Konstrukt HLA-B*1801V46¢=G

pIRES puro2 wurde die Transfektion
der K562-Zellen durchgefiihrt. Der linearisierte Vektor wurde mit Hilfe der Elektroporation in die
Zelllinie K562 eingeschleust. Der pIRES puro2 Vektor enthilt eine Resistenz gegen Puromycin.
Zur Auslese der positiven Klone wurde im Medium Puromycin in einer Endkonzentration von
1 pg/ml eingesetzt. Farbungen mit Anti-human HLA-A,-B,-C und Anti-human HLA-B,-C
Antikorpern  ergaben multiple positive Proben. Fiir weitere Experimente wurden
HLA-B*1801"V*“~Y_transfektante K562 mit der Bezeichnung [-5-14 ausgewéhlt. Zur
Bestitigung einer erfolgreichen Transfektion wurde die RNA aus den transfektanten Zellen

isoliert, cDNA generiert und anschlieend eine Sequenzierung durchgefiihrt, die die Sequenz fiir
HLA-B*1801"*#6¢—G bestdtigte (Kap. 2.20.6, S. 52). Abb. 26 zeigt die Farbung der parentalen
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K562 und der K562-B18 Transfektanten mit einem Anti-human HLA-B,-C Antikoérper (B1.23.2)
und der Isotyp-Kontrolle. Die Transfektanten zeigen eine klare Expression von HLA-Molekiilen

auf der Zelloberfliche.

200
25i

parentale K562 ) K562-B18 (1-5-14)

200

unts
150

100

Zellanzahl

o Naeth
103 10t 100

v

goat anti mouse FITC
|:|anti-HLA B1.23.2 D Isotyp-Kontrolle IgG2a

Abb. 26: Die K562-B18 Transfektanten. Parentale K562 (links), und K562-B18 Transfektanten (rechts).
Gezeigt ist die Farbung mit dem Anti-human HLA-B,-C Antikorper B1.23.2 und der Isotyp-Kontrolle fiir beide
Zelllinien mit anschlieBender Farbung mit einem goat anti mouse FITC Antikorper.

3.7.3 Der Vital-Assay

Zur Bestitigung der zytotoxischen Kapazitit der Peptid-spezifischen T-Zellen der HLA-B18-
restringierten CD8+ T-Zell-Antwort, wurden Vital-Assays mit polyklonalen T-Zellen und den
Peptid-beladenen K562-B18 Transfektanten als Zielzellen durchgefiihrt. Zur Gewinnung einer
ausreichenden Menge von Epitop-spezifischen T-Zellen wurden hierzu die PBMCs von Peptid-
positiv getesteten Individuen durch Stimulation mit dem entsprechenden Peptid und Zugabe von
IL-2 expandiert. Bei dem HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Epitop DEVEFLGHY wurden
die Zellen zweimal mit dem Peptid stimuliert, die Expansion dauerte folglich ca. einen Monat,
bevor die Zellen zur Sortierung vorbereitet wurden. AnschlieBend wurden die Peptid-spezifischen
Zellen mit dem IFNy-Catch-Verfahren gefirbt und bei der FACS Core Facility des
Universitétsklinikums Tiibingen sortiert. In Abb. 27 wird ein Beispiel fiir positive polyklonale
Kulturen (Bulk-Kultur) fiir drei verschiedene lytische Peptide prédsentiert. Neben Bulk-Kulturen
wurden auch einzelne IFNy+/CD8+ T-Zellen in 96-Well-Rundbodenplatten (1 bis 10 Zellen pro
Well) sortiert. Die wachsenden Kulturen wurden ebenfalls auf IFNy-Produktion nach Stimulation
mit dem entsprechenden Peptid mit Hilfe der intrazelluldren Zytokinfirbung getestet. Positive

Klone wurden gepoolt und in Vital-Assays als Effektorzellen eingesetzt.
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Abb. 27: Intrazelluldre Zytokinfirbung fiir IFNy von polyklonalen CD8+ T-Zellen. Die Zellen wurden
mit dem spezifischen (wie in Abb. angegeben) und einem unspezifischen Kontrollpeptid (HIV-Peptid
FRDYVDRFYK aus p23, HLA-B18) stimuliert. Der Prozentanteil der reagierenden CD8+ T-Zellen ist im
oberen rechten Quadranten angegeben.

Abb. 28A zeigt die FACS-Analyse eines Vital-Assays, der mit T-Zellen durchgefiihrt wurde, die
fiir das veroffentlichte HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitop DEVEFLGHY spezifisch
sind. Zur besseren Visualisierung der Zielpopulationen wurde die so genannte ,,Smooth‘“-Funktion
von FlowJo 7.6.1 verwendet. Mit zunehmendem Effektor zu Zielzelle Verhiltnis ist eine deutliche
Abnahme der K562-B18 Population, die mit dem Peptid DEVEFLGHY beladen wurde (im Bild
als Population c¢ gekennzeichnet), zu verzeichnen. Die Zellen wurden somit von Peptid-
spezifischen T-Zellen lysiert und werden automatisch durch das Propidiumiodid-negative
Analysefenster  ausgeschlossen. Die  Kontrollpopulationen  weisen  keine  drastische
GroBenabnahme auf. Abb. 28B und Abb. 28C zeigt die Auswertung von zwei Vital-Assays fiir
zwei unterschiedliche HLA-B18 Epitopkandidaten. Eine starke Lyse der Peptid-beladenen
Zielzellen durch Epitop-spezifische T-Zellen fiir das HLA-B18-restringierte Epitop SELEIKRY
und den Epitopkandidaten SESGQFHAF ist nachweisbar. Die Ergebnisse in Abb. 28C sprechen
dafiir, dass SESGQFHAF ein weiteres HLA-B18-restringiertes Epitop aus EBV ist. Die
urspriingliche Form des Vital-Assays wurde bei diesen zwei Messungen verdndert. Anders als bei
dem prilimindren Experiment mit dem veroffentlichten HLA-B18-restringiertem CD8+ T-Zell-

Epitop DEVEFLGHY (Abb. 27A) war die Aufnahmezeit bei der Messung fiir alle Proben



identisch. Das Probenvolumen war bei allen Proben gleich und die Messgeschwindigkeit war

wiahrend der Messung konstant und wurde bei allen Proben beibehalten.

Far Red

0,1:1

B

—@— K562-B18+SELEIKRY
—O— K562-B18+HIV Peptid

E:T

—@— K562-B18+SESGQFHAF
—O— K562-B18+HIV Peptid

0,1 1 10
E:T

Abb. 28: Der Vital-Assay. A: FACS-Analyse cines Vital-Assays
fir das bekannte HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitop
DEVEFLGHY. Die jeweiligen Populationen sind mit Buchstaben
gekennzeichnet. K562-B18 + DEVEFLGHY (¢), K562-B18 + HIV-
Peptid FRDYVDRFYK aus p23, HLA-B18 (b), K562-B18 ohne
Peptid (a) und K562 + DEVEFLGHY (d), Effektorzellen (e). B,C:
Lyse der Peptid-beladenen K562-B18 Transfektanden. Die
Auswertung zeigt Vital-Assays fiir zwei lytische Peptide
SELEIKRY (B) aus BZLF1 und SESGQFHAF (C) aus BRLF1.
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Des Weiteren wurden aus jeder Verdunnungsreihe und der Kontrollreihe, die nur Zielzellen
enthielt, die Mittelwerte (MW) errechnet. Der prozentuale Anteil der lebenden Zellen und folglich
auch der Lyse der jeweiligen Population wurde anhand der entsprechenden Population der
Kontrollreihe errechnet. Die Formel zur Berechnung der Lyse, die hier verwendet wird, ist in
Kap. 2.21, S. 53, erldutert. Wéahrend bei der Negativkontrolle (K562-B18, die mit HIV-Peptid
(HLA-B18) beladen wurden) maximal 20,78% der Zellen lysiert wurden, war eine stirkere Lyse
der unbeladenen K562-B18-Zellen zu verzeichnen (nicht in Abb. 28B und Abb. 28C dargestellt).
Dieser Effekt ist zu erwarten, da man davon ausgehen kann, dass Peptide aus endogenen
Proteinen auf der Oberfliche prisentiert werden und von T-Zellen erkannt werden konnen
(Alloantigene). Um die Qualitdt dieser neuen Vorgehensweise zu priifen, wurden auBler den
Mittelwerten auch die Standardabweichungen fiir beide Experimente berechnet, die in den Tab. 14
und Tab. 15 dargestellt sind. Die Werte verdeutlichen ebenfalls die spezifische Lyse. AuBlerdem
ist zu sehen, dass wihrend die Zellzahl fiir Epitop-beladene K562-B18 in beiden Experimenten
mit zunehmenden E:T-Verhidltnis abnimmt, bleiben die Werte fiir die Negativpopulationen

anndhernd konstant mit Abnahme der Zellzahlen bei hoherem E:T-Verhiltnis.

Tab. 14: Standardabweichungen fiir Vital-Assay (SELEIKRY)

%30 Lyze
Probe SELEIERY HIWV B1& oELEIERY HIVBla
a0-1 a5 2867
30-2 40 2476
30-3 74 3203 0,77 11,93
10-1 75 3290
10-2 al 3082
10-3 &0 2741 0,35 a,09
3,31 305 3409
3.3-2 247 3618
3.3-3 203 3220 1,67 5,81
1,1-1 1863 3252
1,1-2 18134 3316
1,1-3 1633 31a7 3,04 218
04-1 1771 3241
04-2 2144 3820
0,4-3 1935 3491 f,14 8,48
0,1-1 2169 3330
0.1-2 2794 3808
0.1-3 2259 3530 10,83 7.00
targets 1 20E0 3333
targetsl 3099 3665
targeta3 3110 3284 235 f,12
LW targets 3063 3424

Dargestellt sind Zellzahlen und Standardabweichungen fir K562-B18 + SELEIKRY, sowie K562-B18 + HIV-
Peptid (HLA-B18). Der Mittelwert fiir beide Negativkontrollen ist grau hervorgehoben.
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Tab. 15: Standardabweichungen fiir Vital-Assay (SESGQFHAF)

Yol Lyae
Probe SESGOFHAF HIVBl& |SEZGQFHAF HIV BIS
30-1 il 2697
30-2 75 2940
30-3 fi2 2319 0,37 349
10-1 72 3256
10-2 102 3179
10-3 75 2079 0,51 4,02
3,3-1 571 3340
3,3-2 fi54 4103
3,3-3 541 346l 1,30 11,81
1,1-1 1546 3473
1,1-2 1530 Jals
1,1-3 1647 3749 1,95 3,88
0,4-1 2236 335
0,4-2 2374 3454
0,4-3 2531 3344 4,95 1,78
0,1-1 2545 32la
0,1-2 2869 3726
0,1-3 3194 3650 0,92 .74
targets] 2803 3216
targetsd 3511 4007
targets3 3455 3445 12,09 11,45
WA targets 3256 3556

Dargestellt sind Zellzahlen und Standardabweichungen fiir K562-B18 + SESGQFHAF, sowie K562-B18 +
HIV-Peptid (HLA-B18). Der Mittelwert fiir beide Negativkontrollen ist grau hervorgehoben.

Dies spricht fiir keine grofere Pipettierfehler bei der Vorbereitung und bei der Messung der
Experimente. Daten fiir das E:T-Verhiltnis von 0,03:1 und 0,01:1 wurden ebenfalls analysiert (in
Abb. 28, Tab. 14 und Tab. 15 nicht dargestellt). Alle Werte fiir die Lyse (ohne SD) der
Negativkontrollen (HIV-Peptid, HLA-B18) lagen unterhalb der maximalen Werte fiir die
entsprechenden Negativkontrollen fiir das E:T-Verhéltnis von 30:1.
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4. Diskussion

4.1 Erweiterte Maoglichkeiten bei der Untersuchung der HLA-B18-
restringierten CD8+ T-Zell-Antwort

Die Charakterisierung von T-Zell-Epitopen, die auf wenig erforschten HLA-Allelen présentiert
werden, erweitert das Gesamtbild der Wechselwirkung zwischen dem Virus und dem Wirt und
unterstiitzt individuelle Behandlungsmethoden, wie den adoptiven T-Zell-Transfer. Methoden,
wie der in dieser Arbeit etablierte Pool-single peptide-ELISPOT erleichtert die Suche nach
T-Zell-Epitopen. In den IFNy-ELISPOTs wurden IFNy-Antworten gegen 19 Peptide beobachtet.
Mit dem HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer ist es zum ersten Mal gelungen CD8+ T-Zellen fiir ein
HLA-B18-restringiertes Epitop direkt zu detektieren. Zusammen mit den K562-B18
Transfektanten vereinfacht es den Zugang bei Untersuchungen der HLA-B18-restringierten CD8+
T-Zell-Antwort. Die K562-B18 kann nicht nur als eine unausschopfliche Zielzelllinie im Vital-
Assay eingesetzt werden, sondern kann auch beispielsweise bei der Charakterisierung von

weiteren zelleigenen und zellfremden HLA-B18-Liganden Anwendung finden.

4.2 Immunologische Aspekte der HLA-B18-restringierten CD8+
T-Zell-Antwort und Aspekte der angewandten Methoden

4.2.1 Variabilitit der Dominanz von HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-
Epitopkandidaten

Multiple HLA-B18 Epitopkandidaten wurden in dieser Arbeit sowohl von lytischem als auch von
latentem Antigenursprung detektiert. Unterteilt man diese T-Zell-Antworten in die Kategorie
dominant und subdominant, indem man alle Peptide, die bei gleich oder mehr als 50% der
getesteten Individuen positive Ergebnisse geliefert haben, als dominant einstuft, sicht man, dass
die Mehrheit der Peptide Subdominanz aufweist (Abb. 8B). Wie bereits frither erwihnt, ist die
Mehrheit der dominanten T-Zell-Antworten gegen Peptide aus lytischen Antigenen gerichtet.
Wobei hier anzumerken ist, dass ca. 2/3 der getesteten Peptide aus lytischen Proteinen stammen,
was diesen Effekt erkldren konnte. Ein interessanter Aspekt, ist die Beobachtung, dass die
Mehrheit der verdffentlichten CD8+ T-Zell-Epitope aus EBV einen latenten Antigenursprung
besitzt. Vergleicht man die in dieser Arbeit erhaltenen Epitopkandidaten (darunter auch die
veroffentlichten HLA-B18-restringierten Epitope) der hier untersuchten EBV-Antigene mit den
veroffentlichten CD8+ T-Zell-Epitopen, gilt dies kumulativ fiir multiple HLA-Klasse-I-
Restriktionen (A und B), aber auch in der HLA-A- und HLA-B-Gruppe getrennt (Tab. 16). Fiir
die Bearbeitung der Tab. 16 wurden eigene Daten und Daten aus [177] verwendet. BHRF1 wurde
ausgeschlossen, da in [177] keine CD8+ T-Zell-Epitope fiir dieses Protein angegeben werden.
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Tab. 16: Reverse Verteilung von HLA-B18 Epitopkandidaten bei lytischen
und latenten Antigenen

ohne B18

Proten HLA-B1Z  HLA-A HLA-E HLA-Zu B
BZLF1 lytisch 2 0 5 5
BELF1 2 7 2 9
EMLF1 3 1 1 2
EMEF1 2 2 3 5
BALF2 2 0 1 1
BALF4 3 2 2 4
EBMAZ latent 1 1 2 3
EBMN A4 1 3 5 8
EBMAS 1 1 10 11
Lnp2 1 14 & 20

¥ lytisch 14 12 14 26

¥ latent 4 19 23 42

Rot = hohere Anzahl von Epitopen bzw. Epitopkandidaten. Spalte fiir HLA-B18:
Analyse beinhaltet veroffentlichte HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitope.

Weitere Untersuchungen miissen jedoch durchgefiihrt werden, um die Restriktion von den tibrigen
HLA-B18 Epitopkandidaten, die nur zum Teil in allen Punkten untersucht wurden, zu bestétigen,
um diese Beobachtungen richtig interpretieren zu konnen. AuBerdem werden hier IFNy-
Antworten betrachtet, die in PBMCs detektiert wurden. Ein vollstidndiges Bild der Immunantwort
gegen EBV-Antigene ist somit nicht gegeben. Die Erkennungsfrequenz von Epitopkandidaten
liefert einen indirekten Hinweis fiir eine grofere oder geringere Wahrscheinlichkeit, dass das
untersuchte HLA-Molekiil die Peptide prisentiert. Zu dominanten Peptiden z&hlen, auer dem
Epitop SELEIKRY, die Peptide NPDLYVTTY, NEIHVYNDY und (A)EEYSDLAL. Alle oben
aufgefiihrten Peptide gehoren zu Proteinen des lytischen Zyklus. Subdominanz schlie3t jedoch
nicht aus, dass ein gegebener Epitopkandidat HLA-B18-restringiert ist. Das veroffentlichte
HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitop DEVEFLGHY zeigt in einer Verdffentlichung eine
subdominante Erkennung unter gesunden EBV-Triagern [91]. Woodberry et al. untersuchte
wenige Individuen. Eine subdominante Erkennung von diesem Epitop wurde in dieser Arbeit
ebenfalls beobachtet. Vermutlich wird jedoch das Epitop DEVEFLGHY in Mononukleose-
patienten dominant erkannt. Der frequent erkannte HLA-B18-assoziierte Epitopkandidat
ESEERPPTPY aus dem Protein LMP2, der bei 41% der HLA-B18-positiven Individuen positive
Ergebnisse liefert, ruft selten positive Reaktionen in HLA-B18-negativen Individuen hervor.
Deshalb ist bei diesem Peptid eine andere HLA-Restiktion nicht endgiiltig auszuschlieBen. Ein
weiteres verOffentlichtes, latentes Peptid PRSPTVFYNIPPMPL aus EBNA2 zeigte in ex vivo
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ELISPOT-Experimenten eine dominante Erkennungfrequenz unter HLA-B18-positiven
Individuen. Dieses Peptid wird in einer Verdffentlichung als ein HLA-B18-restringiertes Epitop
[110], in einer weiteren Veroffentlichung als ein Klasse-II-Epitop angegeben [178]. In einer
weiteren Publikation vom 2005 wird von einer promiskuitiven Prisentation des Peptids
PRSPTVFYNIPPMPLPPSQL auf mehreren Klasse-II-Molekiilen berichtet [179]. Dies konnte
bedeuten, dass dieses Epitop eventuell auch auf HLA-Klasse-I-Molekiilen présentiert wird. Eine
weitere Moglichkeit diese Beobachtungen zu erkldren wire, dass dieses Peptid fiir mehrere
unterschiedliche Restriktionen Epitope beinhaltet. Eine solche Beobachtung wurde zum Beispiel
in einer Publikation von 2010 beschrieben [180]. Dieses konnte sowohl bei dem Peptid
ESEERPPTPY als auch bei dem Peptid PRSPTVFYNIPPMPL zutreffen. Aufgrund der
Erkennungsfrequenz sind diese Epitopkandidaten viel versprechend, da die Epitop-spezifischen
Zellen transformierte Zellen des Latenztyps I1I erkennen konnten. T-Zellen, die spezifisch auf das
Peptid ESEERPPTPY reagieren, konnten auch transformierte Zellen des Latenztyps II erkennen.
Die zytotoxische Effizienz dieser Zellen im Zusammenhang mit HLA-B18 muss jedoch noch
bestitigt werden. Weitere Epitopkandidaten aus EBNA-Antigenen zeigen eine subdominante
Erkennung unter HLA-B18-positiven Trégern, konnen aber sobald ihre Restriktion bestétigt wird,
als potentielle Kandidaten bestehen. Ein interessantes Beispiel fiir HLA-B18 Epitopkandidaten ist
das Peptid SESGQFHAF. Die Erkennung unter HLA-B18-positiven Individuen ist subdominant,
jedoch sind gelegentlich nach vorhergehender Stimulation auch sehr starke IFNy-Antworten
(SFE) zu detektieren. Die eindeutige Lyse von Zielzellen im Vital-Assay, die vergleichbar mit der
Lyse im Assay fur das dominante HLA-B18-restringierte Epitop SELEIKRY ist, zeigt, dass
weitere HLA-B18-restringierte T-Zell-Epitope existieren. Es stellt sich die Frage, ob die
HLA-B18-restringierte T-Zell-Antwort dem angenommenen CD8+ T-Zell-Antwort-Muster
gleicht? Weitere Experimente miissen folgen, um die HLA-B18-restringierte T-Zell-Antwort mit
der so genannten ,,Jmmundominanz® von bestimmten EBV-Antigenen vergleichen zu kénnen. Die
Tatsache, dass bestimmte CD8+ T-Zell-Subpopulationen schwer zu detektieren sind, schlief8t ihre
Existenz nicht aus. Vielmehr stellt sich die Frage welche Aufgabe dieser Teil der adaptiven

Immunitit innehat?

4.2.2 Verfahren zum Ausschluss von anderen HLA-Restriktionen bei HLA-B18
Epitopkandidaten

Eine einfache Methode andere HLA-Restriktionen als HLA-B18 auszuschlieBen, ist die
Betrachtung der HLA-Allele von positiv-reagierenden Individuen. Falls eine weitere Restriktion
bei 100% der getesteten Proben auftritt, ist das ein moglicher Hinweis auf die Prisentation des
entsprechenden Peptids auf dem gegebenen Allel. Fiir diese Analyse wurden auch positiv

reagierende Individuen aus den ex vivo ELISPOTs der Diplomarbeit eingeschlossen und sind in
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der Tab. 17 in den drei letzten Spalten beriicksichtigt worden. Ein Ausschluss von anderen
HLA-A, -B, oder -C Restriktionen anhand der vorhandenen Daten bei HLA-B18-positiven
Spendern ist auBler bei SELEIKRY nur fiir die Peptide AFDQATRVY, VVETLSSSY,
KEETGNSSY und AVEQASLQFY moglich.

Tab. 17: Zusammenfassung der Experimente

Sequenz Protein | Tetramer VitA Dominanz  IC3 Allele
ELIFPOT CD&+ keind keinB keinC

SELEIERY EZLF1 L ® L & v v v
AFDOQATEVY BZLF1 & v
SESGQFHAF ERLF1 x L &
LVEDYCHNVLNEEFT ERLF1
DEVEFLGHTY EMTEF1 x @ L v v
VVETLSREET* EMMLE1 L v v v
EEETGNEZT* EMLE1 O v v v
NPDLYVTTTY* EBMMEF1 X @] O v v
AVEQASLOFTY EMEF1 O v v v
IEENSETF EHEF1 O v v
KESLFNEFY BATFZ & v v
(A)EEYSDLALEF) BATFZ x L & v v
DEQRAZNVFE EATF4 v v
NEIHVYNDY EATF4 x + @ L v v
TETGESIHF BATF4 v v
PESPTVFYNIPFPMFL EBMNAZ @] & v v
DEVMEQRV (M EBEMA4
TEENLLDF EBEMAS X L
ESEERPPTPY* LhfP2 x v v

Alle positiv getesteten Peptide, die in dieser Arbeit untersucht worden sind, sind aufgefiihrt. VitA = Vital-
Assay, ICS = iz. Zytokinfirbung fiir mindestens eine Funktion (IFNy, TNFa, IL-2, MIP-18, CD107a), X =
MHC-Peptid-Komplexe, + = pos. VitA mit aPBMCs als Zielzellen und Zellen aus Expansionskultur (2x10’
in 6-Well-Platte (siche Kap. 2.15, S.38) als Effektoren. * = Bei diesen Peptiden wurden auch positive [FNy-
Antworten bei HLA-B18-negativen Blutspendern detektiert (VV, KE, NP: ex vivo IFNy-ELISPOT in der
Diplomarbeit). ® = positive Ergebnisse. o = geringe % [FNy+ CD8+ T-Zellen. Die letzten drei Spalten zeigen
HLA-Exklusion. v = Kennzeichnung vom Ausschluss einer anderen HLA-A, -B oder -C Restriktion. Fiir
(A)EEYSDLAL(F) siehe Kap. 4.2.7, S. 92, fir DEVMEQRV(M) siehe Tab. 11, S. 58.

Durch Testung von HLA-B18-negativen Blutspendern im ex vivo IFNy-ELISPOT in der
Diplomarbeit wurden jedoch auch einzelne HLA-B18-negative Spender gefunden, die auf die
Peptide VVETLSSSY, KEETGNSSY, NPDLYVTTY und ESEERPPTPY mit einer positiven

IFNy-Antwort reagierten. Zwar sind solche Antworten selten anzutreffen, dennoch kann zu
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diesem Zeitpunkt bei zwei Peptiden eine andere HLA-Restriktion noch nicht vollstindig
ausgeschlossen werden. Ein weiterer interessanter Punkt ist die Feststellung, dass alle diese
HLA-B18-negativen Spender HLA-Al-positiv sind. Zu einem spéteren Zeitpunkt war eine
Typisierung von HLA-C-Allelen bei den PBMC-Proben nicht mehr gegeben, wodurch bei den

meisten der restlichen Peptide dieses Kriterium nicht betrachtet werden kann.

4.2.3 Zwei dominante HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitopkandidaten sind in
funktionellen Proteindoméinen positioniert

Bereiche in Proteinen, die fur den Virus wichtige Funktionen tragen, konnen nicht so stark
Mutationen ausgesetzt werden, welche die Aminosduren an diesen Positionen nachteilig
verdndern, so dass die Funktion verloren geht. Bei Untersuchungen der Immunantwort gegen das
HIV-Virus, hat man festgestellt, dass T-Zell-Epitope sich in konservierten Proteinbereichen
hdufen [181]. Interessant ist, dass das dominante Epitop SELEIKRY aus BZLF1 am Rande einer
Epitop-reichen Region des Proteins liegt. Dies gilt nicht fiir den dominanten Epitopkandidat
NEIHVYNDY aus BALF4. In zwei Zeitschriftensartikeln werden fiir die Proteine BZLF1 und
BALF4 Proteindomédnen beschrieben, die fiir die Funktionen der Proteine essenziell sind
[182,183]. Im Fall vom Epitop SELEIKRY, mit der Position (AS 173-180), iiberlappt dieses mit
drei AS mit der DNA-Bindungsdomine des Proteins, die im Bereich (AS 178-195) liegt. Das
Peptid NEIHVYNDY mit der Position (AS 600-608) liegt im Bereich einer
Oligomerisationsdoméne, die sich im Bereich (AS 561-620) erstreckt. Die beiden Beispiele fiir
HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Antworten verdeutlichen die Koevolution von EBV und
dem Immunsystem. Dominante T-Zell-Antworten richten sich vorzugsweise gegen Epitope aus
konservierten Proteinregionen mit relevanten Aufgaben. Der effektive Einsatz von T-Zellen, die
gegen Epitope aus Proteinregionen gerichtet sind, welche fiir das Virus eine wichtige Rolle

spielen, konnte in der Immuntherapie von entscheidender Bedeutung sein.

4.2.4 Das dominante HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitop SELEIKRY

Der Schwerpunkt bei der Erforschung der CD8+ T-Zell-Antworten gegen HLA-BI18
Epitopkandidaten lag in erster Linie auf der Charakterisierung der Dominanz und der
Zytotoxizitdt von Antigen-spezifischen T-Zellen. Mit Hilfe der Kombination von mehreren
Methoden konnte in dieser Arbeit das Vorhandensein einer HLA-B18-restringierten CD8+
T-Zell-Antwort im Fall des lytischen Epitops SELEIKRY aus BZLF1 in breiterem Umfang
bestitigt werden. Bei dem dominanten Epitop SELEIKRY mit einer Erkennung von nahezu 100%
unter HLA-B18-positiven Tragern sind detailreiche Untersuchungen durchgefiihrt worden. Dieses
Peptid ist in einer langeren Aminosduresequenz DSELEIKRYKNR [163] veroffentlicht worden

und konnte in dieser Arbeit auf die Epitopldnge von acht Aminosduren bestimmt werden. Der
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Schliissel zur direkten Untersuchung von Epitop-spezifischen Zellen ist die Tetramerfirbung.
Deshalb war eines der Ziele die Herstellung eines Tetramers fiir ein dominantes HLA-B18-
restringiertes CD8+ T-Zell-Epitop. Dieses Ziel ist am Beispiel des Epitops SELEIKRY in dieser
Arbeit verwirklicht worden. Bis zum heutigen Zeitpunkt existiert keine Verdffentlichung, in der
eine Tetramerfarbung mit einem HLA-B18-Tetramer gezeigt wird. Die Herabregulation des TCR
kann im zeitlichen Verlauf beobachtet werden [184]. CD8+ T-Zellen verlieren kurz nach der
Aktivierung durch ein Antigen die Kapazitdt effektiv MHC-Peptid-Tetramer-Komplexe zu binden
[185]. Bereits nach einer 30-miniitigen Stimulation von PBMCs mit dem Peptid SELEIKRY
konnte in dieser Arbeit ebenfalls die Herabregulation des T-Zell-Rezeptors gezeigt werden. Somit
ist eine direkte Detektion von HLA-B18-restringierten Epitop-spezifischen T-Zellen moglich. In
Zukunft kann dieses Tetramer zur Detektion, Charakterisierung und Isolierung von Epitop-
spezifischen T-Zellen in HLA-B18-positiven Individuen eingesetzt werden. Da dieses Tetramer
zytotoxische T-Zellen gegen ein Epitop aus einem Protein, dass sehr frith in der lytische Phase
exprimiert wird, detektiert, kann es bei der Fritherkennung von EBV-Infektionen bei HLA-B18-
positiven PTLD-Patienten eingesetzt werden, sofern dieses Epitop im Patienten erkannt wird. In
der Literatur existieren Hinweise darauf, dass das Protein BZLF1 eine Rolle bei der Entstehung
von EBV-assoziierten Erkrankungen spielen konnte [148]. Das CD8+ T-Zell-Epitop SELEIKRY
und auch das HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer konnte somit zur Isolierung von Epitop-
spezifischen T-Zellen bei Therapien mit CTLs Anwendung finden. Auch weitere
Forschungsarbeit am HLA-B18-SELEIKRY-Tetrameren kann das Wissen iiber die HLA-B18-
restringierte CD8+ T-Zell-Antwort bereichern. Die Kristalstruktur von MHC-Peptid-Komplexen,
wie zum Beispiel HLA-BS-FLRGRAYGL, geben unter anderem Auskunft tiber die Rolle von
Ankeraminosduren [186]. Trotz der kontroversen Diskussion im Bereich EBV-assoziierter
Krankheiten wurde von T-Zell-Epitopen aus anderen Viren berichtet, die von HLA-BI8
restringiert werden. Deshalb kann die Herstellung eines funktionierenden HLA-B18-Tetramers als
erster Schritt anderen Forschungsgebieten von Nutzen sein. Mit Hilfe des Vital-Assays konnte die
Zytotoxizitit der CD8+ T-Zellen, die das dominante lytische EBV-Epitop SELEIKRY erkennen,

nachgewiesen werden.

4.2.5 Effektive Auslese von HLA-B18 Epitopkandidaten mit dem Pool-single peptide-
ELISPOT

Die Hauptmethode zur schnellen Bestimmung von Epitopkandidaten wurde zum groften Teil mit
dem IFNy-ELISPOT ausgetragen. Bei einer grolen Anzahl der zu testenden Peptide wurden in
Publikationen Peptid-Pools eingesetzt, bei denen man das positiv reagierende Peptid durch eine
erneute Stimulation der positiven Probe mit einzelnen Peptiden herausfilterte [187]. Eine andere

Variante verwendete Peptid-Pools [188,189], in denen ein Peptid in zwei Pools vorhanden war.
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Mit zwei positiv getesteten Pools konnte man das entsprechende Peptid identifizieren. In dieser
Arbeit wurde die Vorgehensweise des Pool-single peptide-ELISPOTSs etabliert, um das positive
Peptid mit einer Stimulation und einer Untersuchung direkt sichtbar zu machen, ohne eine
wiederholte Stimulation und ohne das indirekte Pool-System zu verwenden. Bei dem ELISPOT
wurde eine zusétzliche ELISPOT-Platte mitgetestet, auf der alle Peptide aus den Pools einzeln pro
Well pipettiert wurden. Die Zellen aus der entsprechenden Pool-Stimulation wurden auf die Platte
mit Pools samt den dazugehorigen Kontrollen sowie auf die Platte mit einzelnen Peptiden
pipettiert. Der Vorteil gegeniiber den oben aufgefiihrten Methoden ist die sofortige Detektion von
positiven Antworten. Die Methode liefert somit bei umfangreichen Tests rasch Ergebnisse und
unterliegt nicht wie andere Verfahren Schwankungen der Reproduzierbarkeit von Ergebnissen.
Dartiber hinaus konnen auf diese Weise PBMC-Proben effizienter genutzt werden, da keine
erneute Auftau- und Stimulationsabldaufe bendtigt werden. In der Literatur habe ich eine solche
Vorgehensweise nicht gefunden. Ein nachteiliger Punkt bei dieser Methode ist, dass Peptide als
einzelne Test-Wells und nicht als Triplikate untersucht werden, und somit sehr schwache positive
Antworten nicht eindeutig von den negativen differenziert werden konnen. Durch Testung von
mehreren Individuen, welche zur Detektion von subdominanten Antworten erforderlich ist, kann
dieser Effekt minimiert werden. Schlieflich werden die so erhaltenen Kandidaten in neuen
Stimulationen eingesetzt, durch Testung mit einzelnen Peptiden bestéitigt und ihre
Erkennungsfrequenz bestimmt. Schon die Testung von einigen wenigen Individuen brachte
multiple IFNy-Antworten hervor. Die meisten dieser Antworten waren sehr schwach. Fiir die
Suche nach schwachen IFNy-Antworten (SFE) eignet sich der IFNy-ELISPOT als eine sehr
sensitive Methode. Die Proben werden nur mit dem zu untersuchenden Peptid inkubiert, anders
als bei einer intrazelluliren Zytokinfirbung, bei der Substanzen wie Golgi-Stop™ und Brefeldin
A eingesetzt werden miissen, um die Produktion des zu untersuchenden Zytokins auf der Ebene
der einzelnen Zelle nachweisen zu konnen. Der ELISPOT ist in diesen Punkten gegeniiber der

zweiten Methode tiberlegen.

4.2.6 Maoglichkeiten und Grenzen der Firbung mit HLA-B18-Tetrameren

Das einzige positiv-getestete Tetramer enthilt das dominante Epitop SELEIKRY. Auffillig neben
der hohen Erkennungsfrequenz des CD8+ T-Zell-Epitops unter HLA-B18-positiven Individuen,
ist auch bei vielen der untersuchten PBMC-Proben eine hohe Frequenz von IFNy-produzierenden
Zellen im ex vivo IFNy-ELISPOT. Die ex vivo Tetramerfarbungen, die mit weiteren HLA-B18-
Tetrameren durchgefiihrt wurden, konnten keine eindeutigen Populationen nachweisen (Abb. 17).
Zwar sind positive [IFNy-Antworten in ELISPOT-Analysen fiir einige der getesteten Proben, zum
Beispiel Probe 1069 (ex vivo SESGQFHAF), detektiert worden, die Tetramerfairbung fiir die

gleiche Probe zeigt jedoch keine Formung einer Tetramer-positiver Population. Dies kann zum



91

Teil bei ex vivo Farbungen darauf zuriickzufiithren sein, dass die Frequenz der spezifischen Zellen
viel zu niedrig ist. Ein weiterer Grund fiir die negativen Ergebnisse kann die subdominante
Erkennung von Epitopen sein. Hier miissen noch mehr Spender getestet werden. Eine weitere
Ursache konnte eine zu schwache Affinitdt des T-Zell-Rezeptors zum MHC-Peptid-Komplex
sein. Um diese Moglichkeit auszuschlieBen miissen in Zukunft Titrationen mit den HLA-B18-
Tetrameren durchgefiihrt werden. Eine Tetramer-Titration mit dem HLA-B18-SESGQFHAF-
Tetramer wurde bereits anhand einer stark positiven PBMC-Probe, die nach langer Stimulation
mit Peptid und Expansion mit IL-2 erhalten wurde, durchgefiihrt. Bei dieser Tetramerfirbung
konnte man mit hoherer Konzentration eine gréBere Tetramer-positive Population beobachten.
Jedoch muss man beachten, dass mit einer hoheren Tetramerkonzentration auch eine hdéhere
unspezifische Farbung verbunden ist (Abb. 13). Die HLA-B18-SESGQFHAF-Tetramer-positive
Population zeigte keine Abtrennung von der CD8+ T-Zell-Population. Lissana et al. 2009, konnte
zeigen, dass die Inkubation von PBMCs mit dem Proteinkinase-Inhibitor Dasatinib vor der
Tetramerfirbung die Visualisierung von T-Zellen mit sehr niedrigen Affinitéten ,,TCR/pMHC*
verstarkt [190]. Diese Methode sollte bei den HLA-B18-Tetrameren getestet werden. Eine
Moglichkeit die Tetramere auf ihre Spezifitit zu testen, wire die Tetramer-positiven Zellen, auch
wenn sie keine eindeutige Population aufweisen oder diese sehr klein ist (Abb. 18) zu sortieren
und zu expandieren. Die wachsenden Kulturen konnten auf IFNy-Produktion nach Stimulation mit
dem entsprechenden Peptid getestet werden. Als Positivkontrolle kann man das HLA-B18-
SELEIKRY-Tetramer verwenden. Des Weiteren ist die Tetramertechnik nicht in allen Féllen ein
Ersatz fuir eine in vivo Faltung des MHC-Peptid-Komplexes, eines komplexen Vorgangs, bei dem
Chaperone eine wichtige Rolle spielen. Wie man anhand von HLA-B*4402 zeigen konnte, haben

Proteine wie Tapasin eine gro3e Bedeutung [191].

4.2.7 Die Detektion von multiplen T-Zell-Funktionen bei geringen Epitop-spezifischen
Zellpopulationen

So sensitiv der ELISPOT ist, ist bis zum heutigen Zeitpunkt die Untersuchung von mehreren
T-Zell-Funktionen mit Hilfe des ELISPOTs sehr schwierig. Zwar entwickelt sich diese Methode
in die erwidhnte Richtung, dennoch ermdglicht der Fortschritt auf dem Gebiet der
Durchfluflzytometrie eine weit aus differenziertere Analyse von multiplen Parametern. Deshalb ist
die intrazelluldre Farbung bei komplexeren Analysen der T-Zell-Funktionalitit unabdingbar. Bei
der Untersuchung wurde auch darauf geachtet, zwischen toten und Ilebenden Zellen zu
differenzieren [192]. Der Schwerpunkt bei der Untersuchung der Polyfunktionalitit wurde auf die
Zytokinproduktion (IFNy, TNFa, IL-2), Chemokinproduktion (MIP-1B) und Degranulation
(CD107a) gelegt. Aufgrund der wichtigen Rolle bei der Kontrolle von viralen Infektionen, wie am
Beispiel von HIV-Infektionen deutlicht wird [193], wurde MIP-1B in die Untersuchung
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eingeschlossen. Bei der SELEIKRY -spezifischen CD8+ T-Zell-Antwort wurde eine sehr starke
MIP-1B-Antwort beobachtet. Bereits in den frithen 90er Jahren wurde die Lokalisation von
CD107a an der Granula-abgenzenden Membran von T-Zellen gezeigt [194]. Der
Degranulationmarker wurde ebenfalls in der Untersuchung der SELEIKRY-spezifischen CD8+
T-Zell-Antwort detektiert. Die zytotoxische Kapazitit wurde bei dem HLA-B18-restringierten
CD8+ T-Zell-Epitop SELEIKRY im Vital-Assay zusidtzlich bestdtigt. Anhand von HIV-
spezifischen T-Zellen, die TNFa und IFNy gleichzeitig produzieren, konnte gezeigt werden, dass
diese T-Zell-Subpopulation mit einem stirkerem Potential zur Lyse assoziiert ist [195]. Dies ist
fiir die protektive Immunitit von Bedeutung. Da die SELEIKRY-spezifische Zellpopulation
polyfunktionale Zellen (MIP-1B, CD107a, IFNy, TNFa und IL-2) beinhaltet, wie in ex vivo
Experimenten gezeigt werden konnte, spricht dies fiir die Funktionstiichtigkeit der SELEIKRY-
spezifischen CD8+ T-Zellen in gesunden EBV-Trigern. Darliber hinaus gleicht das
Funktionsmuster dem Muster fiir das CD8+ T-Zell-Epitop RAKFKQLL. Derartig tiefere ex vivo
Untersuchungen fiir die restlichen Epitopkandidaten, wie bei der SELEIKRY -spezifischen T-Zell-
Antwort, stehen noch aus. Auf den in Abb. 22 dargestellten Experimenten konnte eine
I[FNy+/CD8+ T-Zell-Population fiir weitere HLA-BI18 Epitopkandidaten NEIHVYNDY,
KESLFNSFY, EEYSDLALF, PRSPTVFYNIPPMPL und TEENLLDF detektiert werden. Fiir das
Peptid EEYSDLALF sei zu vermerken, dass in ELISPOT-Experimenten IFNy-Antworten gegen
die Peptide AEEYSDLAL und EEYSDLAL detektiert wurden. Das Peptid EEYSDLAL wurde
zur Herstellung eines MHC-Peptid-Komplexes eingesetzt. Ein Komplex wurde isoliert. Somit ist
sehr wahrscheinlich die kurze Form des Peptids (EEYSDLAL) ein HLA-B18-restringiertes
Epitop. HLA-B18 Epitopkandidaten zeigen in den hier aufgefiihrten ELISPOT-Experimenten die
Tendenz zur schwachen IFNy-Antworten (SFE). Die Detektion solcher Antworten mit der
intrazelluldren Zytokinfirbung ist ex vivo in den meisten Fillen noch schwieriger als mit dem
ELISPOT. Bei weiteren Analysen der intrazelluldren Zytokinfiarbung fiir den Epitopkandidat
SESGQFHAF nach Expansionskultur mit Peptid-Stimulation wurde, neben der Produktion von
IFNy und TNFa auch IL-2 in der CD4-/CD8+ T-Zell-Population nachgewiesen. Die Produktion
von CD107a konnte nicht untersucht werden. Aufgrund von positivem Ergebnis im Vital-Assay,
ist die Zytotoxizitdt von SESGQFHAF-spezifischen CD8+ T-Zellen demonstriert worden. Ebenso
wurde bei den Peptiden PRSPTVFYNIPPMPL, KESLFNSFY, AFDQATRVY, VVETLSSSY
und EEYSDLALF die Produktion von CD107a und TNFa in der CD4-/CD8+ T-Zell-Population
beobachtet. Die Intensitit der Reaktionen war eindeutig von den Reaktionen auf Stimulationen
mit HIV-Peptiden zu unterscheiden. Dies liefert gute Hinweise darauf, dass solche zum Teil
schwer detektierbaren Immunantworten ausfindig gemacht werden konnen. Die Untersuchung
von HLA-B18 Epitopkandidaten sollte TNFa als zusdtzliche zu detektierende Funktion neben
IFNy bereits in die ELISPOT-Untersuchung aufnehmen.
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4.2.8 Der Vital-Assay als zuverliissige Alternative zu herkommlichen Zytotoxizitéts-
Assays

Der Vital-Assay hat sich als eine unkomplizierte Form zur Messung der Zytotoxizitidt durch
direkte Visualisierung von Effektor- und Zielzellen mit Hilfe der Durchflulzytometrie erwiesen.
Durch die hier neu eingefiihrten Modifikationen, unter anderem gleicher Zeitmessung aller Proben
und verdnderter Kalkulation bei der Berechnung der spezifischen Lyse, kann die Formel bei jeder
Population (Ziel- und Kontrollpopulation) angewendet werden. AuBlerdem bleibt diese Methode
eine gute Alternative zu den herkommlichen Zytotoxizitdts-Assays mit dem Gebrauch von
radioaktiven Isotopen. Als Zielzellen wurden Peptid-beladene K562-B18 Transfektanten
eingesetzt, die hierfiir generiert wurden. Mit dieser Methode konnte man die Zytotoxizitdt von
SELEIKRY-spezifischen T-Zellen nachweisen. Dariiber hinaus konnte auch die Zytotoxizitit der
CD8+ T-Zellen gegen ein weiteres Peptid (SESGQFHAF aus BRLF1), welches in dieser Arbeit
gefunden wurde, gezeigt werden. Trotz der geringen Erkennungsfrequenz von dem Peptid
SESGQFHAF unter HLA-B18-positiven Individuen bestitigen diese Daten die Restriktion
HLA-B18 fiir dieses neue Epitop.

4.3 Erweitertes Modell fiir die Untersuchung der HLA-B18-
restringierten CD8+ T-Zell-Antwort gegen das Epstein-Barr-Virus

Das Modell einer erweiterten Untersuchung von HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Epitopen
kann aufgrund der hier gewonnen Erkenntnisse, wie in Abb. 29 dargestellt, gestaltet werden.
Programme, die Epitopvorhersagen erstellen, konnen im gegebenen Rahmen zur ersten Auslese
von Epitopkandidaten dienen. Jedoch kénnen vermutlich nicht alle potentiellen Epitopkandidaten
auf diese Weise erfasst werden. Bei HLA-Restriktionen, wie dem HLA-B18, sind auch Peptide
unter den Liganden aus dem Proteinrepertoire der Zelle zu finden, die grofer als 10 Aminosduren
sind [171]. Dieses konnte fiir Epitopkandidaten wie das Peptid PRSPTVFYNIPPMPL aus
EBNA2 gelten. Um ldngere Epitope zu erfassen, wird es deshalb auch nétig sein, lingere
tiberlappende Peptidsequenzen zu verwenden. Die Screenarbeit sollte sich ebenfalls auf TNFa
stiitzen. Die so gewonnenen Epitopkandidaten konnten in weiteren dualen IFNy/TNFa-Tests mit
Stimulation fuir einzelne Peptide auf Dominanz unter HLA-B18-positiven Individuen untersucht
werden. Die dabei anzutreffenden stirkeren Antworten (SFE) koénnen dann bereits in ex vivo
Untersuchungen auf Polyfuktionalitdt mit einem erweiterten Umfang von Funktionen getestet
werden. Durch die Peptid-Prastimulation ist es moglich schwache T-Zell-Antworten (SFE) zu
expandieren und mit der intrazelluldren Zytokinfirbung zu detektieren. Dennoch birgt ein solches
Eingreifen auch die Gefahr mit sich das urspriingliche Antwortmuster der Zelle zu verdndern. Die
Durchfluflzytometrie ermdglicht die Klonierung von Epitop-spezifischen Zellen, die differenziell

(zum Beispiel IFNy+/TNFa+) sortiert und in Vital-Assays analysiert werden konnen. Gelingt eine
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ex vivo Detektion nicht, konnen schwache T-Zell Antworten (SFE), wie im Fall von dem
HLA-B18-restringiertem Epitop DEVEFLGHY, mit Hilfe einer Expansionskultur innerhalb von
vier Wochen expandiert werden. Die so gewonnenen Zellen konnen gesortet und in
weiterfithrenden Experimenten, wie dem Vital-Assay, eingesetzt werden. Die Untersuchung von
T-Zellen gegen lytische Antigene ist schwieriger als die Untersuchung von T-Zellen fiir latente
Antigene. Die K562-B18 Transfektante kann auch zur Generierung von doppelt-transfektanten
Zellen mit EBV-Antigenen verwendet werden. Der Vital-Assay ist eine unkomplizierte Methode,
die flexibel gestaltet werden kann. Systeme, die der biologischen Situation ndher kommen, sind
artifiziellen Systemen vorzuziehen. Fiir latente Antigene sollten deshalb nach Moglichkeit
autologe LCLs generiert werden. Die so generierten Zielzellen konnen in weiteren Variationen
der hier verwendeten Methoden, wie dem oben erwidhnten Vital-Assay oder als Antigen-
prasentierende Zellen bei dem ELISPOT und der intrazelluldren Zytokinfirbung, eingesetzt

werden.

Auslese von EBV-Antigenen:
SYFPEITHI / (iberlappende Peptide

-

HLA-B18+ Blutspender

-

Pool-ELISPOT-Analyse: IFNy, TNFa

-

HLA-B18 Epitopkandidaten

-

Dominanz / Subdominanz
in vitro Zellkultur

-
-

Sortierung
Expansion |::> Effektorzellen Polyfunktionalitat HLA-B18 Tetramere
iz. Zytokinfarbung Dasatinib
@ IFNy
Zytotoxizitat: TNFa
Vital-Assay IL-2
ﬁ MIP-18
CD107a
Zielzellen: Perforin
K562-B18 Granzym B
LCL PD-1

Abb. 29: Vorschlige fiir weitere Untersuchungen der HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort.
Rot = weitere Vorschlédge, iz = intrazellulére.

In weiterfiihrenden Experimenten sollte die Untersuchung der Polyfunktionalitdt von Epitop-
spezifischen T-Zellen auf einer breiteren Basis mit zusitzlichen Markern wie PD-1, Perforin und
Granzym B untersucht werden. Harari et al. 2007, zeigte, dass polyfunktionale T-Zellen fur

HLA-B-restringierte Epitope weniger PD-1 exprimieren [196]. Dieses wurde parallel zu der
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Beobachtung festgestellt, dass T-Zellen fiir HLA-B-restringierte Epitope eine niedrigere Aviditét
haben im Vergleich zu T-Zellen gegen Epitope, die von HLA-A-Allelen restringiert sind [196]. Es
wurde deshalb vorgeschlagen, dass HLA-B-Allele einen protektiven Effekt haben konnten, da die
entsprechenden T-Zellen bei hoher Antigenlast nicht so stark einer Ausschopfung unterliegen
wiirden [196]. Die Untersuchung zeigte auf der einen Seite einen generellen Trend fur T-Zell-
Epitope in den jeweiligen Gruppen (HLA-A versus HLA-B), auf der anderen Seite wurde
ebenfalls eine Hierarchie unter HLA-B-Allelen selbst im Bezug auf polyfunktionale T-Zell-
Antworten festgestellt [196]. Solche Unterschiede konnen vermutlich in pathologischen
Situationen bei gleichzeitigem Vorhandensein von anderen genetischen Eigenschaften zu
kumulativ-negativen Effekten fiihren. Eine Publikation aus dem Jahr 2010 weist auf das
Vorhandensein von zwei unterschiedlichen polyfunktionalen CD8+ T-Zell-Populationen hin, mit
der Unterscheidung einer (IL-2+/IFNy+/andere Funktionen)-Population, gegeniiber einer
Population, die (Perforint+/IFNy+/andere Funktionen)-produzierende Zellen beinhaltet [197]. Die
Untersuchungen von Makedonas et al. 2010, ergaben auch, dass die EBV-spezifischen T-Zell-
Antworten in gesunden Individuen hauptsdchlich dem ersten Muster entsprechen und es wurde
vorgeschlagen, dass sich die Definition ,,polyfunktional“ nicht nur anhand der Anzahl von T-Zell-
Funktionen sondern auch an deren Kombinationen festlegen sollte [197]. Eine derart komplexe
Analyse mit einer Erweiterung der untersuchten Funktionen konnte man in Zukunft mit Hilfe des
LSRII durchfiihren. Die spezifische Detektion von CD8+ T-Zellen, die gegen HLA-BI18-
restringierte Epitope gerichtet sind, wie am Beispiel des Epitops SELEIKRY gezeigt wurde, ist
moglich. Dennoch miissen noch weitere Untersuchungen folgen, um aufler den Epitop
SELEIKRY-spezifischen CD8+ T-Zellen auch andere HLA-B18 Epitopkandidaten auf diese
Weise untersuchen zu koénnen. Die Wirkung von Dasatinib auf die HLA-B18-Tetramerfibung

sollte getestet werden.
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5. Zusammenfassung der Arbeitsergebnisse
und Schlussfolgerungen

5.1 Zusammenfassung der Arbeitsergebnisse

Grundlegende Arbeiten zur Auslese von HLA-B18 T-Zell-Epitopkandidaten wurden mit dem
IFNy-ELISPOT durchgefiihrt. Das vorgestellte Pool-single peptide-System liefert bei der
Untersuchung von HLA-B18-restringierten T-Zell-Antworten rasch Ergebnisse zur Auslese von
Epitopkandidaten. Neben dem prominentesten HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Epitop
SELEIKRY, welches in dieser Arbeit detailreich untersucht werden konnte, wurden auch weitere
lytische HLA-B18 Epitopkandidaten wie z.B. SESGQFHAF, NEIHVYNDY und
(A)EEYSDLAL, gefunden.

Es konnten multiple [FNy-Antworten gegen HLA-B18 Epitopkandidaten detektiert werden. Die
meisten Epitopkandidaten stammen aus lytischen EBV-Antigenen. Es liegt eine stark variierende
[FNy-Antwort (SFE) und Dominanz innerhalb der gefundenen Epitopkandidaten unter HLA-B18-
positiven Individuen vor. Aus 171 getesteten Peptiden wurden IFNy-Antworten gegen 13 lytische
und drei latente neue Epitopkandidaten detektiert. Zwei Epitope aus Verdffentlichungen wurden
ebenfalls detektiert. Ein veroffentlichtes langeres Peptid DSELEIKRYKNR konnte auf die
gekiirzte Epitop-Sequenz SELEIKRY definiert werden.

Die Peptide SELEIKRY und NEIHVYNDY liegen in funktionellen Proteindoménen. Zusitzlich
besteht eine ausgepragte Dominanz bei der Erkennung dieser Epitope durch HLA-B18-positive
Individuen. Dariiber hinaus liegt das Epitop SELEIKRY am Rand eines T-Zell-Epitop-Clusters.

Die Expression des HLA-B18 pET3a Vektors ist sehr effizient. Die erhaltenen inclusion bodies
fir die rekombinante a-Kette HLA-B18 wurden zur Herstellung von HLA-B18-Tetrameren
verwendet. Das HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer ermoglicht eine ex vivo Detektion,
Charakterisierung und Isolierung von HLA-B18-restringierten Epitop-spezifischen T-Zellen fiir
das dominante HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitop.

Das HLA-B18-restringierte CD8+ T-Zell-Epitop SELEIKRY ruft ex vivo eine polyfunktionale
(IFNy+/IL-2+/TNFoa+/MIP-1p+/CD107a+) CD8+ T-Zell-Antwort hervor. Das Funktionsmuster
gleicht dem Muster fiir das veroffentlichte CD8+ T-Zell-Epitop RAKFKQLL.

Um eine geeignete Zielzelle fiir die Untersuchung der HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-
Antwort zu erhalten, wurde die HLA-B*1801V*6“~% _cDNA in den pIRES puro2 Vektor kloniert.

Die generierten K562-B18 Transfektanten wurden im Vital-Assay eingesetzt.
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Der Vital-Assays ermoglicht direkte Visualisierung von Effektorzellen und Zielzellen sowie
Quantifizierung der Lyse. Die in dieser Arbeit modifizierte Form des Vital-Assays konnte die
Lyse der Zielzellen durch SELEIKRY- und SESGQFHAF-spezifische CD8+ T-Zellen

nachweisen.

Bei schwachen IFNy-Antworten (SFE) konnen die T-Zellen durch mehrfache Stimulation mit
Peptid und IL-2-Gabe, wie am Beispiel von dem HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Epitop
DEVEFLGHY, expandiert werden. Dies ermoglicht die Sortierung und Klonierung von schwer zu
detektierenden T-Zellen aus dem peripheren Blut, die im Vital-Assay und anderen

Untersuchungen, wie der intrazelluldren Zytokinfirbung, analisiert werden kénnen.

5.2 Schlussfolgerungen

1. Das gekiirzte Peptid SELEIKRY, das als DSELEIKRYKNR veréffentlicht worden ist, wurde
in allen hier durchgefiihrten Experimenten als ein dominantes HLA-B18-restringiertes CD8+
T-Zell-Epitop bestétigt.

2. Weitere Peptide, unter anderem NEIHVYNDY, sind mit hoher Wahrscheinlichkeit HLA-B18-
restringierte CD8+ T-Zell-Epitope. SESGQFHAF ist ein neues Epitop.

3. Das HLA-B18-SELEIKRY-Tetramer erweitert die Moglichkeiten der Erforschung der
HLA-B18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort.

4. Zum ersten Mal wird am definierten HLA-B18-restringierten Epitop SELEIKRY eine
umfangreiche polyfunktionale CD8+ T-Zell-Antwort gezeigt. Dies spricht flir protektive
Eigenschaften der Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen bei der Immunantwort in gesunden EBV-

Tréagern.

5. Die K562-B18 Transfektanten erleichtern die Untersuchung von HLA-B18-restringierten
CD8+ T-Zell-Antworten.

6. Die hier neu eingefiihrten Modifikationen von Methoden (ELISPOT und Vital-Assay) haben

sich als niitzlich bestitigt.

7. Die erzielten Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen, die in dieser Arbeit besprochen
wurden, konnen bei weiterer Erforschung der HLA-BI18-restringierten CD8+ T-Zell-Antwort

gegen das Epstein-Barr-Virus und auch andere Pathogene helfen.
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