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1 Einleitung

1.1 Entdeckung und Geschichte

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) oder Humane Herpes-Virus Typ 4 (HHV-4) ist ein
ubiquitar vorkommendes, humanpathogenes Gammaherpesvirus, welches mit
der Entstehung verschiedener Lymphome und Karzinome in kausaler Verbindung
steht. Die Entdeckung des EBV begann 1957, als der irische Chirurg Denis Burkitt
ein in Ostafrika gehauft auftretendes Lymphom charakterisierte (Burkitt 1958).
Wenige Jahre spater wurde das onkogene Virus mittels Elektronenmikroskopie in
Zellkulturen des nach ihm benannten Burkitt-Lymphoms nachgewiesen (Epstein
et al. 1965). EBV ist das erste Virus, welches mit diversen Tumoren des Menschen

ursachlich in Verbindung gebracht wurde.

1.2 Epidemiologie

Schatzungen zufolge sind weltweit iber 90% der Erwachsenen mit EBV infiziert.
Die Primarinfektion erfolgt meist im Kleinkindalter. In afrikanischen Regionen, in
denen das Burkitt Lymphom endemisch ist, sind bereits 50% der Kinder vor Errei-
chen des zweiten Lebensjahres mit EBV infiziert. Im Gegensatz dazu sind in In-
dustrielandern 50% der Jugendlichen und jungen Erwachsenen fir EBV noch se-
ronegativ. Wahrend die Erstinfektion im Kleinkindalter meist asymptomatisch ver-
lauft, erkrankt etwa ein Viertel der im Jugend- oder Erwachsenenalter infizierten

Personen an Infektioser Mononukleose (IM) (Longnecker R 2013).

1.3 Klassifikation und Aufbau

Wie andere Herpesviren hat sich EBV durch die Co-Evolution mit dem Menschen
sowie durch den Austausch von genetischem Material zwischen verschiedenen

Stammen diversifiziert (Ba Abdullah et al. 2017b).
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Die Struktur von EBV (Abbildung 1) dhnelt denen anderer Herpesviren: ein linea-
res Genom in Form einer doppelstrangigen DNA befindet sich in einem Nukleo-
kapsid, welches von einem Proteintegument sowie einer duBBeren glykoprotein-
haltigen Membran umhdllt wird (Longnecker R 2013; Yamaguchi, Hinuma, and

Grace 1967).

Glykoproteine

Membranhiille

Tegumentproteine

Nukleokapsid

DNA

Abbildung 1: Struktur des Epstein-Barr-Virus'

1.4 Genom und Sequenz

Als EBV-Referenzsequenz gilt die des Laborstammes B95.8 (GenBank: V01555.2),
dessen Genom bereits 1984 komplett sequenziert wurde (Baer et al. 1984). Die
virale DNA besteht aus etwa 172.000 Basenpaaren, darunter endstandige repeti-
tive Sequenzen (terminal repeats, TR) und offene Leserahmen (open reading fra-
mes, ORF), die flr mehr als 80 Proteine codieren. Hochrepetitive Sequenzen in-
nerhalb offener Leserahmen sind im Gegensatz zu den variablen TR wahrend der
Replikation relativ stabil, unterscheiden sich jedoch innerhalb verschiedener EBV-

Stamme. Daher kdnnen neben Genomsequenzierungen auch Unterschiede in

! adaptiert aus Longnecker 2013
14



ProteingroBen zur Identifizierung verschiedener Virusisolate dienen (Longnecker

R 2013).

Wahrend das Genom im Viruspartikel in linearer Form vorliegt (Pritchett,
Hayward, and Kieff 1975), befindet sich die DNA in einer infizierten Zelle als zir-
kulares Episom im Zellkern, oder ist in sehr seltenen Fallen in das Genom der

Wirtszelle integriert (Adams and Lindahl 1975a, 1975b).

In sich teilenden, latent infizierten Zellen wird das zirkulare EBV-Genom selbstan-
dig repliziert (Lindahl et al. 1976; Nonoyama and Pagano 1972). Eine Schlussel-
rolle spielt hierbei eine 1.7 kb groBe Region des EBV-Genoms namens origin of
plasmid replication (oriP), die die Replikation in menschlichen Zellen erméglicht
(Yates et al. 1984), solange das latente EBV-Kernantigen 1 (EBNA1) exprimiert ist
(Lupton and Levine 1985; Yates, Warren, and Sugden 1985; Yates, Camiolo, and
Bashaw 2000). Die Transkription der Latenzgene in latent infizierten Lymphozyten
wird durch einen der zwei Promotoren (Cp oder Wp) am linken Ende des viralen
Genoms initiiert (Woisetschlaeger et al. 1990). In der sogenannten Latenzform 1,
in der lediglich EBNAT1 exprimiert wird, Gbernimmt ein EBNA1- spezifischer Pro-
motor (Qp) die Funktion der inaktiven Promotoren Cp und Wp. Dadurch wird si-
chergestellt, dass EBNAT exprimiert und das virale Episom wahrend der Zelltei-

lung repliziert wird (Longnecker R 2013).

Das EBV-Genom codiert fir mehr als 80 Proteine, wobei nicht alle ndher charak-
terisiert und in ihrer Funktion oftmals noch unverstanden sind (Young LS 2007).
Die viralen Genprodukte werden in latente Kernantigene (EBNAT1, -2, -3A, -3B, -
3C und EBNA-LP), latente Membranproteine (LMP1, LMP2A und LMP2B) und Pro-
teine der lytischen Phase unterteilt. Die Nomenklatur der lytischen Gene ist his-
torisch bedingt: Die nach BamHI-Restriktionsverdau (,B") des EBV-Genoms ent-
standenen DNA-Fragmente wurden der GroBe nach sortiert (absteigend von A

bis Z), die enthaltenen Leserahmen nach der Leserichtung (Right/ Lef?) unterteilt
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und die Anzahl der Leserahmen (reading frame ,F") auf einem Fragment mit Zah-
len nummeriert. So bezeichnet beispielsweise BHLF1 den ersten linksgerichteten
Leserahmen auf dem BamHI Fragment H. Die Proteine des lytischen Zyklus regu-
lieren die Replikation des Virusgenoms und den Zusammenbau der Viruspartikel,
sie bilden die Virushille und inhibieren die Immunerkennung lytisch infizierter

Zellen (Longnecker R 2013).

Die Latenz-Proteine erflllen wichtige Funktionen in der Aufrechterhaltung der la-
tenten EBV-Infektion. So ist EBNAT an der Replikation des viralen Episoms betei-
ligt, EBNA2 und die EBNA3-Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Transfor-
mation der B-Zellen, wahrend EBNA-LP dafir nicht essentiell ist (Yates, Warren,
and Sugden 1985). Zudem ist das Transmembranprotein LMP1, welches wie ein
konstitutiv aktiver CD40-Rezeptor wirkt, an der B-Zelltransformation beteiligt.
Seine onkogene Wirkung wird zudem durch die Hochregulierung des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 verstarkt (Rowe et al. 1994). Von dem ebenfalls anti-
apoptotisch wirkenden LMP2 werden zwei Isoformen exprimiert: LMP2A und
LMP2B. Wahrend LMP2A als Homolog des B-Zellrezeptors zu einer B-Zellaktivie-
rung Uber den Ras/ PI3K/ Akt-Signalweg beitragt (Caldwell et al. 1998; Portis and
Longnecker 2004), ist LMP2B an der Induktion des lytischen Zyklus beteiligt
(Rechsteiner et al. 2008).

Aufgrund von Sequenzunterschieden in den EBNA2- und EBNA3-Genen werden
EBV-Stamme in Typ 1 und Typ 2 unterteilt. Wahrend Typ 1-Stamme weltweit vor-
kommen, dominieren Typ 2-Stamme vor allem in Afrika stidlich der Sahara. Als in
der Forschung etablierte Referenzstimme gelten B95.8 als Typ 1-, sowie AG876

als Typ 2-Stamm (Longnecker R 2013; Farrell 2015).

Kurzlich durchgefiihrte Sequenzanalysen zahlreicher EBV-Isolate verschiedener
Gewebeproben und Ursprungsregionen ergaben, dass diese dichotome Klassifi-

kation die Heterogenitat verschiedener Stamme nicht ausreichend abdeckt
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(Farrell 2015; Palser et al. 2015; Kim, Kang, and Lee 2006; Midgley et al. 2000; Yao
et al. 1996). Eine weitere EBV-Gruppe bilden neuen Erkenntnissen zufolge asiati-
sche Isolate, so zum Beispiel der aus dem Nasopharynxkarzinom (NPC) eines chi-

nesischen Patienten isolierte Stamm M81 (Tsai et al. 2013; Feederle et al. 2015).

Was die Virusheterogenitat bedingt, ist noch ungeklart. Sowohl ethnische als auch
immunologische Faktoren, wie die geographische Verbreitung bestimmter HLA-
Haplotypen, kdnnten zur Selektion verschiedener Stamme beigetragen haben
(Farrell 2015; Burrows et al. 2004; Midgley, Bell, McGeoch, et al. 2003; Midgley,
Bell, Yao, et al. 2003; Lin et al. 2005; Lin et al. 2004; Nagamine et al. 2007; Tang et
al. 2008; Duraiswamy et al. 2003).

1.5 Primare Infektion

Die Verbreitung von EBV erfolgt in der Regel oral Giber infektiosen Speichel, selten
auch durch Blut oder Transplantate. Als Wirtszellen der viralen Replikation kom-
men sowohl orale Epithelzellen als auch B-Zellen in der Schleimhaut in Frage. Die
Inkubationszeit wird mit ca. 10-50 Tagen angegeben und in den meisten Fallen
erfolgt die Infektion unbemerkt. Das Uberleben des Wirtes sichert zusammen mit
der Etablierung einer lebenslangen latenten, reaktivierbaren Infektion die Persis-
tenz im Wirt und die Weitergabe des Virus innerhalb der Population (Tangye,

Palendira, and Edwards 2017).

1.6 Infektion der Epithel- und B-Zellen und Zelltropismus

EBV infiziert sowohl naso- und oropharyngeale Epithel- als auch B-Zellen. Latent
infizierte Gedachtnis-B-Zellen sichern als Virusreservoir die lebenslange Persis-
tenz im infizierten Wirt. Im Gegensatz dazu dient die lytische Infektion von
Epithelzellen der Produktion von infektidsen Viruspartikeln, die iber den Speichel

auf neue Wirte tbertragen werden (Shannon-Lowe and Rowe 2014). Die Infektion
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von B- und Epithelzellen erfolgt auf unterschiedlichen Wegen (Miller and Hutt-
Fletcher 1992; Mohl et al. 2016). EBV nutzt das Oberflachenmolekll CD21 auf B-
Zellen und Integrine auf Epithelzellen zur Zielzellbindung und -infektion. In wel-
chem Male verschiedene Virusstamme Unterschiede im Zelltropismus aufweisen,
ist noch weitgehend unklar. 2013 beobachteten Tsai et al. erstmals einen verstark-
ten Epitheliotropismus bei dem neu charakterisierten EBV Stamm M81, der aus
dem NPC eines chinesischen Patienten isoliert worden war. Zudem weisen B-Zel-
len, die mit M81 infiziert sind, ein ungewdhnlich hohes MaB an spontaner lytischer

Replikation auf.

In B-Zellen kann EBV verschiedene Formen von Latenz etablieren, die durch die
Expression unterschiedlicher Sets an Latenz-Proteinen gekennzeichnet sind.
Durch die fehlende Expression von viralen Proteinen in Latenztyp O entgehen
diese Zellen der Immunkontrolle und —elimination und ermdéglichen die lebens-
lange Viruspersistenz im Wirt. In gesunden Tragern wird EBV ausschlieBlich in die-
ser Zellpopulation im Blut gefunden. Diese langlebigen B-Gedachtniszellen rezir-
kulieren zwischen Blut und oropharyngealem lymphatischem Gewebe, sodass
eine virale Reaktivierung an den Grenzflachen zur Produktion infektidser Viren
fuhren kann, die von da aus in den Speichel gelangen (Tangye, Palendira, and

Edwards 2017).

1.7 Assoziierte Erkrankungen und geographische Haufungen

Bei einer primaren Infektion in der Adoleszenz oder im Erwachsenenalter kann es
zu einer IM kommen. Die z. T. schwere Symptomatik umfasst u. a. die klassische
Trias von Fieber, Tonsillopharyngitis und Lymphknotenschwellungen sowie die
Lymphozytose mit atypischen Lymphozyten im Differenzialblutbild. Dartber hin-
aus ist EBV mit der Pathogenese einiger lymphatischer und epithelialer Neopla-

sien assoziiert wie z. B. lymphoproliferativen Erkrankungen nach Organ- oder
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Stammzelltransplantationen, Burkitt- und Hodgkin-Lymphomen, T- und NK-Zell-
lymphomen, NPC und Magenkarzinomen (Longnecker R 2013). Trotz der welt-
weiten Pravalenz des Virus gibt es groBe Unterschiede hinsichtlich der Inzidenz
dieser Erkrankungen in verschiedenen geographischen Regionen (Young and
Rickinson 2004). Ursachlich kommen dafiir, neben geographischen Besonderhei-
ten wie z. B. Ernahrung, Umwelt und genetischen Faktoren, moglicherweise auch
regional vorkommende Stamme unterschiedlicher Pathogenitat und Tropismus

in Betracht (Chang et al. 2009).

1.8 Die antivirale Inmunantwort

Die folgenden Informationen zur EBV-spezifischen Immunantwort (Abschnitte
3.11.1 bis 3.11.4) stammt groBtenteils aus Ubersichtsarbeiten (Tangye, Palendira,
and Edwards 2017) (Longnecker R 2013).

1.8.1 Das angeborene Immunsystem

Die Rolle des angeborenen Immunsystems wahrend der primaren EBV-Infektion
wird kontrovers diskutiert. NK- und NKT-Zellen scheinen eine Rolle in der friihen
Phase der Infektionsabwehr zu spielen und ein Ausbleiben dieser Antwort kdnnte
die Entwicklung einer IM mdoglicherweise begunstigen. So berichten z.B.
Longnecker et al. ber eine Korrelation hoher Zahlen an NK-Zellen wahrend einer
IM mit einer geringeren Viruslast im Blut, allerdings sind die Evidenzen zur Rolle

der NK-Zellen im Rahmen einer IM kontrovers (Longnecker R 2013).

Klinische Hinweise fiir die Bedeutung der NKT-Zellen im Rahmen der friihen Im-
munantwort gegen EBV ergaben sich daraus, dass Patienten mit Mutationen in

den Proteinen SH2 domain—containing protein 1A (SH2D1A), X-linked inhibitor of
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apoptosis protein (XIAP), interleukin-2-inducible T-cell kinase (ITK) oder CD27 ei-
nen Mangel an NKT-Zellen aufwiesen und die EBV-Infektion in diesem Kontext

haufig einen schweren Verlauf nimmt (Tangye, Palendira, and Edwards 2017).

Des Weiteren beinhaltet die angeborene Immunantwort eine Ausschuttung von
Zytokinen. In IM-Patienten sind im Vergleich zu gesunden Kontrollen NK-Zellen-
regulierende Zytokine (Interferone -a, -B, -y und Interleukin-12 (IL-12)) signifikant
erhoht. So werden beispielsweise Nukleinsauren aus Herpesviren durch to//-like-
Rezeptoren (TLRs) und retinoic acid inducible gene I (RIG-I) detektiert, woraufhin
eine Immunkaskade zur Freisetzung von IFN-a und IFN-f aktiviert wird. Ebenso
reagieren Monozyten bei Kontakt mit EBV-DNA oder Viruspartikeln mit der Pro-
duktion von Interleukin-8 (IL-8). Zudem beeinflusst die Prasenz von EBV die TLR-

Dichte in B-Zellen (Longnecker R 2013).

1.8.2 Die antivirale CD4+ T-Zellantwort

EBV-spezifische CD4+ T-Zellen kdnnen bis zu 1% aller zirkulierenden CD4+ T-
Zellen in IM-Patienten ausmachen, wobei diese Population nach Ablauf der In-
fektion auf ca. 0,1% zuriickgeht (Amyes et al. 2003; Long et al. 2013). Um Blut von
gesunden Virustragern ist die Population der EBV-spezifischen CD4+ T-Zellen um
ein zehnfaches geringer als die der CD8+ T-Zellen. CD4+ T-Zell-Antworten rich-
ten sich gegen ein breites Spektrum an viralen Antigenen, wobei virale Struktur-
und im geringeren Mal3e Latenzantigene die immundominanten Zielstrukturen
darstellen (Longnecker R 2013; Adhikary et al. 2007). Diese Zellen sezernieren
nicht nur Zytokine, sondern kénnen auch zytotoxisch wirken (Adhikary et al.
2006). Trotz der geringen Anzahl an EBV-spezifischen CD4+ T-Zellen scheinen
diese eine wichtige Rolle in der Kontrolle der EBV-Infektion zu spielen (Amyes et
al. 2003; Long et al. 2013). Daflir sprechen die hohe Viruslast sowie das Auftreten

von EBV-assoziierten Lymphomen in Humane Immundefizienz-Virus/ acquired
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immunodeficiency syndrome HIV/AIDS Patienten mit niedrigen CD4+ T-Zellzah-
len (Petrara et al. 2013; Cohen 2015b). Des Weiteren fand sich eine verbesserte
Ansprechrate bei Patienten mit post-transplant lymphoproliferative disorder
(PTLD) verbessert , wenn die adoptiv transferierten EBV-spezifischen T-Zellprapa-
rate CD4+ T-Zellen enthielten (Rooney et al. 1998; Haque et al. 2007; Tangye,
Palendira, and Edwards 2017) und die klinische Wirksamkeit war bei Praparaten

mit groBeren CD4+ T-Zellanteilen erhdht (Haque et al. 2007).

1.8.3 Die antivirale CD8+ T-Zellantwort

Wahrend der akuten IM ist die Gesamtzahl der CD8+ T-Zellen im peripheren Blut
im Vergleich zu gesunden Virustragern um das Fiinf- bis Zehnfache erh6ht (Callan
et al. 2000; Taylor et al. 2015). Die Mehrheit der aktivierten CD8+ T-Zellen ist spe-
zifisch fur lytische Antigene, wobei Antworten gegen einzelne Epitope bis zu 50%
des gesamten CD8+ T-Zellpools ausmachen kénnen. Im Gegensatz dazu fallt die
Immunantwort gegen Antigene der Latenzphase etwa zehnfach geringer aus
(Callan et al. 2000; Leen et al. 2001; Taylor et al. 2015; Long et al. 2005a). Zusam-
men mit der Expansion der aktivierten CD8+ T-Zellen finden sich auch erhohte
Serumwerte proinflammatorischer und immunregulatorischer Zytokine (IFN-y,
Tumornekrosefaktor (TNF), IL-6, IL-10, 7ransforming Growth Factor (TGF-p))
(Callan et al. 2000; Panikkar et al. 2015). In Personen mit asymptomatischer Pri-
marinfektion findet man hingegen einen geringeren Anstieg der EBV-spezifischen
CD8+ T-Zellen auf bis zu 15% des gesamten CD8+ T-Zell-Pools. Nach Abklingen
der Infektion verbleiben ca. 2-5% als virusspezifische CD8+ Gedachtnis-T-Zellen

(Hislop et al. 2007; Tangye, Palendira, and Edwards 2017).

1.8.4 Die antivirale humorale Immunantwort

Wahrend Antikorper-vermittelte Immunantworten gegen viele Viruserkrankun-

gen schitzen kénnen, vermittels sie keinen ausreichenden Schutz vor einer EBV-
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Infektion (Longnecker R 2013). Trotz der durch die EBV-Infektion induzierten An-
tikbrperantwort werden in gesunden Virustragern Neuinfektionen mit weiteren
EBV-Virusstammen beobachtet. Auch konnte die Impfung gegen das EBV-Gly-
koprotein gp350 in einer Phase 2-Doppelblindstudie eine EBV-Erstinfektion in se-
ronegativen Erwachsenen nicht mit statistischer Signifikanz verhindern (Sokal et
al. 2007). Allerdings verlief die Serokonversion in den meisten Fallen asymptoma-
tisch. Diese Ergebnisse deuten darauf, dass die virusspezifische Antikdrperantwort
eventuell die Schwere der Symptomatik beeinflusst, aber nicht vor einer Infektion
schitzt. Konventionelle Impfungen gegen EBV lassen somit keinen ausreichenden
Schutz erwarten (Cohen 2015b; Sokal et al. 2007; Tangye, Palendira, and Edwards
2017). Neben der Induktion von Virus-spezifischen Antikdrpern zielen neue Impf-
strategien deshalb auch auf eine breite Aktivierung der EBV-spezifischen T-Zell-

Antwort.

1.8.5 Einfluss von Polymorphismen der viralen Antigene auf die zellulidre

Immunerkennung 2

Kurz nachdem erstmals Sequenzunterschiede beschrieben und eine rasch wach-
sende Zahl an unterschiedlichen EBV-Stammen als Typ 1 oder Typ 2 subklassifi-
ziert worden war, wurden Unterschiede in der T-Zellerkennung von Zielzellen
beobachtet, die verschiedene EBV-Stamme trugen (Moss et al. 1988). Die Bedeu-
tung der Sequenzunterschiede auf die Inmunerkennung wurde offensichtlich, als
die Identifikation des ersten EBV-spezifischen CD8+ T-Zellepitops gelang. Im Ge-
gensatz zu dem im Typ 1 Stamm B95.8 identifizierten Epitop wies die entspre-
chende Aminosauresequenz im Typ 2-Referenzstamm AG876 zwei Aminosaure-
austausche auf, was zu einem Verlust der T-Zellerkennung fihrte (Burrows,

Sculley, et al. 1990). Mit der Identifizierung weiterer CD8+ T-Zellepitope (Hislop

2 Textpassage modifiziert aus Cirac A, Behrends U, Mautner J. Clinical implications of Epstein-Barr
virus strain diversity. J Immunological Sci. (2018); 2(3): 51-55
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et al. 2007) sowie diverser EBV-Stamme ergab sich ein komplexes Bild der EBV-
spezifischen antiviralen T-Zellantwort. Wahrend manche CD8+ T-Zellepitope in
allen Stammen konserviert waren (Burrows, Misko, et al. 1990), unterschieden sich
andere zwischen den verschiedenen EBV-Typen (Schmidt et al. 1991). Darliber
hinaus wurden auch innerhalb eines Virustyps mehrere Epitopvarianten beschrie-
ben (Apolloni et al. 1992; Lee et al. 1993; Midgley, Bell, Yao, et al. 2003; Gras et al.
2010; Bell et al. 2008; Brooks et al. 2000). Die Aminosaureaustausche in den CD8+
T-Zellepitopen hatten einen verstarkenden, vermindernden, oder keinen Einfluss
auf die T-Zell-Erkennung (Burrows et al. 1996; Gras et al. 2010; Midgley, Bell, Yao,
et al. 2003; Lee et al. 1993; Brooks et al. 2000; Apolloni et al. 1992). All diese Stu-
dien implizierten, dass EBV-Sequenzunterschiede die antivirale CD8+ T-Zellant-
wort beeinflussen kénnen. Daraus ergab sich die Frage, welcher Anteil der CD8+
T-Zellepitope Sequenzunterschiede aufwies, ob Polymorphismen auch in CD4+

T-Zellepitopen auftraten und wie diese die T-Zellerkennung beeinflussten.

1.9 Diagnostik

Die Diagnostik einer akuten Infektion beinhaltet sowohl das Erfassen der klini-
schen Symptomatik als auch die Auswertung des Blutbildes. Eine Leukozytose mit
40-90% mononuklearen Zellen und Reizformen der Lymphozyten sowie ein sero-
logischer Nachweis von anti-VCA-IgM und anti-VCA-IgG bei fehlendem Nachweis
von anti-EBNA1-IgG deuten auf eine frische EBV-Infektion hin. Im Gegensatz dazu
finden sich nach Uberstandener Primarinfektion anti-VCA-p18-IgG und anti-

EBNA1-IgG im Blut (DGPI-Handbuch 2018).
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1.10 Therapie EBV-assoziierter Erkrankungen

Die Therapie der IM erfolgt in der Regel symptomatisch, im Falle schwerer Mani-
festationen auch immunsuppressiv. Fiir die Behandlung EBV-assoziierter Neopla-
sien stehen neben konventionellen onkologischen Behandlungsoptionen zuneh-
mend auch EBV-spezifische Immuntherapien zur Verfligung (DGPI-Handbuch
2018).

1.10.1 Adoptive T-Zelltherapie 3

Die Erkennung viraler Antigene durch EBV-spezifische T-Zellen ist fiir die Infekti-
onskontrolle von zentraler Bedeutung. Insbesondere hemmt die adaptive Immun-
antwort die EBV-induzierte Lymphoproliferation, welche in Patienten mit T-Zell-
defekten zu schwerwiegenden Erkrankungen fliihren kann (Taylor et al. 2015;
Long, Taylor, and Rickinson 2011). Solche EBV-assoziierten Erkrankungen kdnnen
durch die Infusion Virus-spezifischer T-Zellen erfolgreich behandelt werden
(Heslop and Rooney 1997; Gottschalk and Rooney 2015; Merlo et al. 2011; Bollard
et al. 2014; McLaughlin, Bollard, and Keller 2018). Die Herstellung der T-Zellpra-
parate erfolgte urspriinglich durch wiederholte Stimulation peripherer T-Zellen
mit EBV-transformierten autologen lymphoblastoiden B-Zell Linien (LCL) /n vitro
(Rooney et al. 1998). Spater wurden als antigenprasentierende Zellen (APC) mo-
difizierte LCL eingefihrt, die mit viralen Antigenen in Form von synthetischen
Peptiden beladen waren oder nach Transduktion virale Proteine exprimierten und
prasentierten. Da LCL-basierte Verfahren zur Herstellung klinischer T-Zellprapa-
rate mehrere Wochen erfordern, wurden neue Methoden zur schnelleren und ef-
fizienteren Herstellung virusspezifischer T-Zellen entwickelt. Diese basieren auf

der Selektion EBV-spezifischer T-Zellen mittels major histocompatibility complex

3 Textpassagen Ubersetzt ibernommen aus Cirac A, Behrends U, Mautner J. Clinical implications
of Epstein-Barr virus strain diversity. J Immunological Sci. (2018); 2(3): 51-55
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(MHC)-Multimeren, immunomagnetischer Isolierung IFNy-sezerniernder T-Zellen
nach Stimulation mononuklearer Zellen des peripheren Bluts (PBMC) mit viralen
Epitoppeptiden oder auf der Verwendung EBV-gentransfizierter dendritischer
Zellen als APC (McLaughlin, Bollard, and Keller 2018; Rooney et al. 1998;
Moosmann et al. 2010; Bollard 2013). Erste Studien weisen auf eine ahnliche kli-
nische Wirksamkeit der verschieden generierten T-Zellpraparate hin. Allerdings
beschranken sich die neueren Protokolle meist auf die Selektion von T-Zellen mit
Spezifitaten fir wenige Epitope, welche auf der Sequenz des Referenzstammes
B95.8 basieren (Hislop et al. 2007; Taylor et al. 2015). Inwiefern EBV-spezifische
Immuntherapien und Vakzine, welche ausschlieBlich auf B95.8-Sequenzen basie-

ren, auch gegen andere EBV Stamme wirksam sind, ist noch unklar.

1.10.2 Potenzielle klinische Auswirkungen der Diversitat der EBV-Stamme*

Virusspezifische T-Zellantworten werden in Patienten mit EBV-assoziierten Er-
krankungen haufig mittels Uberlappender Peptidbibliotheken analysiert, welche
hauptsachlich Latenzantigene umfassen, wie z.B. EBNA3 (Tischer et al. 2014;
Korber et al. 2016). Eine auf B95.8-Sequenzen basierende Peptidauswahl kann
aber moglicherweise die T-Zellantwort nur unzureichend abbilden, wenn der Pa-
tient mit einem abweichendem EBV-Stamm infiziert ist. Ebenso konzentrieren sich
aktuelle Ansatze zur Impfstoffentwicklung sowie Protokolle zur Generierung vi-
russpezifischer T-Zellen fur den klinischen Einsatz bislang auf wenige Latenz-Pro-
teine des Stammes B95.8 (Taylor and Steven 2016; Smith and Khanna 2015; Cohen
2015a; Bollard and Heslop 2016; Moosmann et al. 2010; Icheva et al. 2013; Haque
et al. 2007; O'Reilly et al. 2016a; Bollard 2013). Da diese Proteine ausgesprochen
polymorph sind, kann eine verminderte klinische Wirksamkeit bei Patienten, die

mit einem abweichenden EBV Stamm infiziert sind, nicht ausgeschlossen werden.

4 Textpassagen Ubersetzt ibernommen aus Cirac A, Behrends U, Mautner J. Clinical implications
of Epstein-Barr virus strain diversity. J Immunological Sci. (2018); 2(3): 51-55
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1.11  Fragestellung der Arbeit

Die stetig steigende Zahl an neu beschriebenen EBV-Stammen warf die Frage auf,
welche Auswirkungen die Sequenzunterschiede auf die Biologie des Virus haben,
ob diese Unterschiede fiir die geographischen Pravalenzen EBV-assoziierter Er-
krankungen (mit)verantwortlich sind und welche Auswirkungen sie auf die EBV-
spezifische Immunantwort haben. Diese Arbeit sollte sich der letzten Frage wid-
men und dazu drei reprasentative EBV-Stamme, den Typ-1-Referenzstamm B95.8,
den Typ-2-Referenzstamm AG876 sowie den aus einem chinesischen NPC isolier-
ten Stamm M81 untersuchen. Zunachst sollten alle EBV-Proteine sowie publizierte
CD4+ und CD8+ T-Zell-Epitope des EBV in den drei Stammen verglichen werden.
AnschlieBend sollten mittels etablierter T-Zellklone die Erkennung der verschie-
denen Epitopvarianten in den drei Stammen untersucht werden. Sowohl bei den
in sifico- als auch bei den /n vitro-Analysen sollten die flankierenden Regionen
der Epitope, definiert als die jeweils fiinf N- und C-terminalen Aminosauren, mit-
berticksichtigt werden. Um Hinweise darauf zu erhalten, ob EBV-spezifische T-
Zellpraparate, wie sie in der Klinik eingesetzt werden, protektiv gegen verschie-
dene Virusstamme wirken, sollten zunachst periphere T-Zellen von drei gesunden
Spendern wiederholt /n vitro mit autologen LCL, die entweder das B95.8- oder
das M81-Virus trugen, stimuliert werden. AnschlieBend sollten die resultierenden
virusspezifischen T-Zelllinien phanotypisch charakterisiert sowie die durch sie ver-
mittelte Erkennung und Lyse von Zielzellen, die mit unterschiedlichen Virusstam-

men infiziert waren, untersucht werden.
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2 Material

2.1 Antikorper

Tabelle 1: Ungekoppelte Immunglobulin G-Primarantikorper

Spezifitat Gegen | Wirt Anwen- Bezugsquelle
Spezies dung
Anti-BZLF1 EBV Maus | WB Argene
Anti-Hiss His- Maus | WB Hybridomuberstand; zur
Etikett Verfligung gestellt von
Dres. E. Kremmer und R.
Feederle (Helmholtz Zent-
rum Minchen, Miinchen)
Anti-GAPDH | Human | Maus | WB Millipore
Anti-Tubulin | Human | Kanin- | WB Argene
chen

Tabelle 2: Gekoppelte Immunglobulin G-Primarantikorper

Spezifitat Gegen | Wirt Gekoppelt | Anwen- | Bezugsquelle
Spezies mit dung

Anti-CD3 Human | Maus | FITC FACS BD Pharmingen
Anti-CD4 Human | Maus | PE FACS BD Pharmingen
Anti-CD4 Human | Maus | FITC FACS BD Pharmingen
Anti-CD8 Human | Maus | PE FACS BD Pharmingen
Anti-MHCI Human | Maus | PE FACS ImmunoTools
(HLA-ABCQ)
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Anti-MHCII Human | Maus | FITC FACS BD Pharmingen
(HLA-DR, DP,

DQ)

Anti-CD45RA | Human | Maus | FITC FACS BD Pharmingen
Anti-CD45RO | Human | Maus | APC FACS BD Pharmingen
Anti-IgG+IgM | Maus Ziege | PE FACS Jackson
Anti-CD25 Human | Maus | APC FACS BD Biosciences
Anti-y6TCR Human | Maus | PE FACS BioLegend
Anti-IgG1, Human | Maus | PE FACS eBioscience
kappa Isotyp

Tabelle 3: Gekoppelte Immunglobulin G-Sekundarantikdrper

Spezifitait Gegen Wirt Gekop- | Anwen- | Bezugs-
Spezies pelt mit | dung quelle
Anti-IgG Maus Schaf HRP WB Amersham
Anti-IgG+IgM | Ratte Ziege HRP WB Jackson
2.2 Affinitatschromatographiematrix zur Aufreinigung rekombinanter
Proteine

Zur Aufreinigung Hiss-markierter, rekombinanter Proteine aus HEK293T-Zellen

wurde Ni-NTA-Agarose von Qiagen verwendet.

2.3 DNA-modifizierende Enzyme

Falls nicht anders aufgefiihrt, wurden die Restriktionsenzyme, die T4-Polymerase,
calf intestinal alkaline phosphatase (CIP), sowie die T4-DNA-Ligase mit entspre-

chenden Puffern von New England Biolabs und MBI Fermentas verwendet.
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2.4 Kits

Tabelle 4: Kommerzielle Kits

Bezeichnung Verwendung | Bezugsquelle
Enzyme-linked immunosorbent assay | T-Zell-ELISA Mabtech
(ELISA) Development System
e Human GM-CSF
e Human IFN-y
JETSTAR Plasmid Purification Kit Plasmidaufrei- | Invitrogen
nigung aus
Bakterien
QIAEX 1T Gel Extraction Kit Extraktion von | Qiagen
DNA aus Gelen
RNeasy Midi Kit RNA-Isolierung | Qiagen
aus Zellen
Superscript II Reverse Transkriptase cDNA- ThermoFischer
Kit Synthese Scientific

BD OptEIA Substrate Reagent Set
(A +B)

ELISA-Entwick-
lungsldsung

BD Biosciences

2.5 Chemikalien und Lésungen

Tabelle 5: Chemikalien und Lésungen

Chemikalien und Lésungen

Bezugsquelle

Acyclovir Sigma-Aldrich
Agarose Invitrogen
Agar Invitrogen
AIM-V Invitrogen
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Merck
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Amphotericin B Gibco BRL
Ampicillin Sigma-Aldrich
B-Mercaptoethanol Merck

BSA MP Biomedicals
Bromphenolblau IBI

Butanol Merck
Calcein AM Invitrogen
Chloroform Merck
Cyclosporin A Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck

DMEM Gibco BRL
DMSO Sigma-Aldrich
Ethanol Merck
Ethidiumbromid Merck
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck

Fotales Kalberserum (FCS) Gibco BRL
Gentamycin Gibco BRL
Glucose Gibco BRL
Glycerin Merck

HEPES Gibco BRL
Harnstoff Merck

Humanes IL-2 (Proleukin)

Chiron-Novartis

Humanes Serum

Peripheres Blut frei-
williger Spender

Imidazol Sigma-Aldrich
Isopropanol Merck
Kaliumchlorid Merck
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Kaliumdihydrogenphosphat

Merck

L-Glutamin Gibco BRL
Magermilchpulver Merck
Methanol Merck
Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich
Natriumbutyrat Sigma-Aldrich
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natrium-Heparin Braun
Natriumhydroxid (NaOH) Merck
Natriumpyruvat Gibco BRL
Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA) Gibco BRL
Pancoll Pan Biotech
Paraformaldehyd (PFA) Merck

Phenol Merck
Polyoxyethylen-Sorbitan Monolaurat (Tween 20) Sigma-Aldrich
Phytohamagglutinin (PHA) Sigma-Aldrich
Polyethylenimin (PEI) Sigma-Aldrich
Propidiumjodid (PI) Sigma-Aldrich
Proteinaseinhibitor-Cocktail Roche

RPMI 1640 mit und ohne Phenolrot Gibco BRL
Schwefelsdure (H2SO4) Merck
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Merck

Triton X-100 Merck

Trypan Blue 0,4% Zellfarbelosung Gibco BRL
Trypsin-EDTA Gibco BRL
Tween 20 Sigma-Aldrich
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2.6 Allgemeine Medien, Puffer und Losungen

Tabelle 6: Allgemeine Medien, Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Blockpuffer WB

5% Magermilchpulver
PBS

DNA-Ladepuffer

0,25% Bromphenolblau
50 mM Tris HCI

50 mM EDTA

50% Glycerol

pH 7,5

ELISA-Blockpuffer

PBS

1% BSA

5% Sucrose
0,05% NaNs3

ELISA-Waschpuffer

PBS
0,05% Tween 20

Elutionspuffer pH 7,5

100 ml Lysepuffer
0,5 M Imidazol
pH 7,5

FACS-Puffer

PBS
2% FCS
0,05 % NaN3

Ethidiumbromidldsung

10 mg/ml Ethidiumbromid
ddHx0O

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)

10 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt
10 g NaCl

ad 11 H20 dest.
autoklaviert
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Laufpuffer

3gTris

14 g Glycin
10ml 10% SDS
Ad 1000 ml H.0

Lysepuffer pH 8,0

8 M Harnstoff
0,1 M Na;HPO4
0,01 M Tris
0,05% Tween 20
20 mM Imidazol

PBS 154 mM NacCl
8 mM NaxHPO4
2 mM KH2PO4
pH 7,4

Reagent Diluent (ELISA) PBS

1 % BSA, sterilfiltriert

RIPA-Puffer Western-Blot

1% NP40

0,5% DOC (Deoxycholat)
0,15 M NadCl

5 mM EDTA

50 mM Tris pH 8,0

0,1% SDS in H20

1 mg/ml Proteinaseinhibitor-
Cocktail (Roche) frisch zugeflgt

Sammelgel Western-Blot

2 ml PAA

7,5 ml 2x Tris/SDS pH 6,8
5,4 ml ddH20

90 pl APS

10 yl TEMED
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SDS-Elektrophoresepuffer

0,025 M Tris-Base
0,2 M Glycin
0,1% SDS

H20

SDS-Ladepuffer

150 mM Tris/Hcl pH 6,8
0,3% SDS

30% Glycerin

0,03% B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

H.O

SOB-Medium

20 g Trypton

5 g Hefe-Extrakt
0,5 g NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl>
10 mM MgSO4
ad 11 H20 dest.
Autoklaviert

SOC-Medium

SOB-Medium
0,2% Glukose
sterilfiltriert

Superbroth-Medium

32 g Trypton

20 g Hefe-Extrakt
25 g NaCl

ad 11 H20 dest.
autoklaviert

50x TAE

2M Tris
50mM EDTA
H20

pH 8,5
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Ix TE

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
H20

pH 7,5

Transferpuffer WB

21 g Glycin

4,5 g Tris

300 ml Methanol
Ad 1500 ml H20

Trenngel 10,5% WB

7 ml PAA

10 ml 2x Tris/SDS pH 8,8
2,8 ml ddH20

167 ul APS

17 ul TEMED

2x Tris/SDS pH 8,8

90, 72 g Tris
10ml 20% SDS
Ad 1000ml H20
pH 8,8

2x Tris/SDS pH 6,8

30,24 g Tris
10ml 20% SDS
Ad 1000ml H20
pH 6,8

Waschpuffer WB

1 % Magermilchpulver

PBS

WB Entwicklungslésung A

40 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 8,6)

10 mg Luminol

WB Entwicklungslésung B

20 ml DMSO

22 mg para-Hydroxycouma-
rinsaure
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2.7 Zellkulturmedien

Tabelle 7: Zellkulturmedien

Medium)

Bezeichnung Zusammensetzung
Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM
(DMEM) — Komplettmedium (HEK293T- 10% FCS

2 mM L-Glutamin
2,5 pg/ml Amphotericin B
50 pg/ml Gentamycin

Einfriermedium 10% DMSO
90% FCS

RPMI 1640 - Komplettmedium (LCL-Me- | RPMI 1640

dium) 10% FCS

2 mM L-Glutamin

1 mM Na-Pyruvat

1% nicht-ess. Aminosauren
2,5 pg/ml Amphotericin B 50
pug/ml Gentamycin

T-Zell-Medium

AIM-V

10% humanes hitzeinakt. Serum
2 mM L-Glutamin

10 mM HEPES

2,5 ug/ml Amphotericin B
optional 10 U/ml IL-2

Waschmedium in der Zellkultur

RPMI 1640
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2.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

Amicon Ultra-15 Zentrifugal-Filtereinheiten

Millipore

ELISA-Platten

Corning Incorporated

Falcon-ReaktionsgefaBe (15 ml und 50 ml)

BD Falcon; Sarstedt

Filter 0.45 und 0.22 ym

Millipore

Gestopfte Pipettenspitzen

ART Molecular Bio Products

MACS Separationssaulen LS

Miltenyi Biotec

MikroreaktionsgefaBe

Eppendorf

Parafilm

American National Can

Dialyse-Membran

Spectrumlabs

Zellkulturflaschen

Greiner-Bio-One

Zellkulturplatten

BD-Falcon

Zellkulturschalen

Nunc
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2.9 Gerate

Tabelle 9: Gerate

(Casium-137, y-Strahler)

Gerit Marke
Bio Photometer plus Eppendorf
Bestrahlungsanlage Gammacell 40 AECL

Brutschrank

Forma Scientific

ELISA-Lesegerat

Tecan

FACS Aria

Becton Dickinson

FACS Calibur

Becton Dickinson

Falcon-Roller

Coulter Electronics Limited

Gefrierschrank -80°C

Colora, Thermo

Gefrierschrank -20°C Liebherr
GenePulser II Bio-Rad
Kihlschrank Liebherr
Lichtmikroskop/ Axioskop Zeiss
Millipore-Anlage Millipore

Nanodrop 800

Thermo scientific

Neubauer Zahlkammer

Marienfeld

pH-Messgerat

Knick

Pipetten

Gilson, Rainin

Schittelinkubatoren

New Brunswick Scientific

Sterilbank BDK
NEON Transfektionsgerat Invitrogen
UV-Transilluminator UVP Inc.

Vortexer Genie 2

Scientific Industries

Zentrifugen

Beckman, Eppendorf, Hettich,
Sorvall, Thermo
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2.10

Software

Clone Manager Basic 8, Endnote X4, Expasy, FlowJo, Matlab (Kooperation mit Mi-

chael Dieckmeyer), Microsoft Excel, Microsoft Word, NCBI Blast, Vector NTI Ad-

vance (Version 11.5)

2.1

Zelllinien

Tabelle 10: HLA-Genotyp der verwendeten Zelllinien

Linie HLA-A | HLA-B | HLA-C | HLA-DRB1 | HLA-DQ | HLA-DPB1 | HLA-DRB
3*,-4, -5
DG75 0201, 4101, 0602, 0404, 1301 | B1*0402, | 0401 DRB3*0101
6601 5001 17 0603 ,
DRB4*0103
LCLJM B95.8; 0201, 1529, 1203, 0801, 1301 | A1*0103, | 0401, 1301 | DRB3*0101
LCLZ- JM B95.8; | 0301 5101 1402 0401, 1
LCLJM M8T; B1*0402,
LCL Z- JM M81 0603
LCL GB B95.8; 0101 1501 0304, 1101, 1301 | A1*0103, | 0401, 0402 | DRB3*0202
LCL Z- GB B95.8; 0602 0501,
LCL GB M81 B1*0301,
0603
LCL UB B95.8; 0101, 0702, 0401, 0701, 1101 | A1*0201, | 0201, 0301 | DRB3*0202
LCL Z- UB B95.8; | 0201 3503 0702 0505, .
LCL UB M81 B1*0301, DRB4*0103
0303 1
1101 3501 0401 B1* 0501
LCL HM ' ' ' ' *
2902 5201 1202 0101, 1502 0602 0201, 0401 | DRB5*0102
LCLF Z- 0101, 0801, 0102, 0301, 1101 | B1*0201, | 0101, 0201 | DRB3*0101
0302 2705 0701 0301 ,
DRB3*0202
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Tabelle 11: Spezifitat und HLA-Restriktion der verwendeten T-Zellklone

T-Zellklon Antigen Epitop HLA-Restriktion
EBNA1 1C3 EBNA1 AAs»7.541-AIPQCRLTPLSRLPF- HLA-DRB1*1301
EBNA1 3E10 EBNA1 AAsg1-495-IAEGLRALLARSHVE- HLA-DQB1*0402
EBNA1 HPV EBNA1 AAs07-417-HPVGEADYFEY- HLA-B*3501
GB EBNA1 3G2 EBNA1 AAs14-58-KTSLYNLRRGTALAI- HLA- DRB1*1101
EBNA3C 5H11 EBNA3C AA35-339-ENPYHARRGIKEHVI- HLA- DRB1*0801
SL E3C EBNA3C AA3g7-400-SDDELPYIDPNMEPV- HLA-DQB1*0501
RAK BZLF1 AA 190-197-RAKFKQLL- HLA-B*0801
IED LMP2A AA 200-20s-IEDPPFNSL- HLA-*B4001
CLG LMP2A AA 426.434-CLGGLLTMV- HLA-A*0201

2.12 Bakterienstamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich der £ co/i-Stamm XL1-blue MRF’

(Stratagene) verwendet.
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2.13 Plasmide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und selbst klonierten Plasmide ent-

hielten den Cytomegalievirus (CMV)-Promotor pCMV sowie ein Ampicillinresis-

tenzgen.

Tabelle 12: Verwendete, im Labor bereits vorhandene Plasmide

Plasmid

Beschreibung

pCMV-EHis

Vektor fir Genexpression in eukaryoten Zellen.
pCMV/cyto Vektor von Invitrogen fir C-termi-
nale Fusion des EBNA1- sowie des Hise-Etiketts.

pCMV-EBNATAGA-His

cDNA-Sequenz von EBNA1 des B95.8-Stammes
mit Ausnahme der Glycin-Alanin-Repeats, sowie
zusatzlicher C-terminaler Fusion eines Hise-Eti-
ketts

pCMV-BZLF1-Ehis

cDNA-Sequenz von BZLF1 des B95.8-Stammes
mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als auch
eines Hisg-Etiketts

pCMV-LMP2A-His

cDNA-Sequenz von LMP2A des B95.8-Stammes
mit C-terminaler Fusion eines Hisg-Etiketts

pCMV-EBNA3C-AG876-Ehis

cDNA-Sequenz von EBNA3C des AG876-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hisg-Etiketts

HLA-Plasmide

pCMV-HLA-B*3501

Expressionsplasmid fuir HLA-B*3501

pCMV-HLA-B*0801

Expressionsplasmid fir HLA-B*0801

pCMV-HLA-*B4001

Expressionsplasmid fir HLA-B*4001
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Tabelle 13: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Bezeichnung

Beschreibung

pCMV-EBNATAGA-M81-His

cDNA-Sequenz von EBNA1 des M81-Stam-
mes mit Ausnahme der Glycin-Alanin-
Repeats (Aminosduren 1-91 und 333-646),
mit Hise-Etikett am C-Terminus

pCMV-EBNATAGA-AG876-His

cDNA-Sequenz von EBNA1 des M81-Stam-
mes mit Ausnahme der Glycin-Alanin-
Repeats (Aminosauren 1-92 und 328-641
durch ein eingefligtes Threonin verbunden),
mit Hise-Etikett am C-Terminus

pCMV-EBNA2-M81-EHis

cDNA-Sequenz von EBNA2 des M81-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hise-Etiketts

pCMV-EBNA3A-M81-EHis

DNA von EBNA3A des M81-Stammes mit C-
terminaler Fusion eines EBNA1- als auch ei-
nes Hise-Etiketts

pCMV-EBNA3B-M81-EHis

cDNA-Sequenz von EBNA3B des M81-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hise-Etiketts

pCMV-EBNA3C-M81-EHis

cDNA-Sequenz von EBNA3C des M81 Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hiseg-Etiketts

pCMV-LMP1-M81-EHis

cDNA-Sequenz von LMP1 des M81-Stammes
mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hiseg-Etiketts

pCMV-LMP2A-M81-EHis

cDNA-Sequenz von LMP2A des M81-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hiseg-Etiketts
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pCMV-BALF4-M81-EHis

cDNA-Sequenz von BALF4 des M81-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hise-Etiketts

pCMV-BGLF5-M81-EHis

cDNA-Sequenz von BGLF5 des M81-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hisg-Etiketts

pCMV-BLLF1-M81-EHis

cDNA-Sequenz von BLLF1 des M81-Stammes
mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hise-Etiketts

pCMV-BNRF1-M81-EHis

cDNA-Sequenz von BNRF1 des M81-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hise-Etiketts

pCMV-BXLF2-M81-EHis

cDNA-Sequenz von BXLF2 des M81-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hisg-Etiketts

pCMV-BZLF1-M81-EHis

cDNA-Sequenz von BZLF1 des M81-Stammes
mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hiseg-Etiketts

pCMV-BZLF1-AG876-EHis

cDNA-Sequenz von BZLF1 des AG876-Stam-
mes mit C-terminaler Fusion eines EBNA1- als
auch eines Hise-Etiketts
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3 Methoden

3.1 Sequenzanalyse

DNA- und Proteinsequenzen verschiedener EBV-Stamme wurden der NCBI-Da-
tenbank entnommen: B95.8 (GenBank Nr. V01555.2), M81 (GenBank Nr.
KF373730.1), AG876 (GenBank Nr. DQ279927.1), C666-1 (GenBank Nr.
AM182486.1), und HKNPC1 (GenBank Nr. JQ009376). Sequenzvergleiche wurden
in Kooperation mit Michael Dieckmeyer mithilfe eines MatLab-Algorithmus
durchgefiihrt und mit Vector NTI Advance (Version 11.5) validiert. Des Weiteren
wurden bekannte EBV-Epitope des Referenzstammes B95.8 mit den entsprechen-
den Sequenzabschnitten in M81 und AG876 verglichen, um Abweichungen in den

Epitopsequenzen zu finden.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Kultivierungsverfahren
Die Anzucht des £. co/i-Stammes XL-1 blue MRF" erfolgte bei 37°C in LB-Medium.
Um transformierte Bakterien zu selektionieren, wurde dem Fest- oder Flissigme-

dium Ampicillin (100 pg/ml) zugesetzt.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Prinzip der Klonierung von Genen

In dieser Arbeit wurden v.a. Gene des EBV-Stammes M81 kloniert. Dabei erfolgte
zunachst eine Amplifizierung des gewtiinschten Genes mittels Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) aus viraler DNA bzw. cDNA. Das Produkt der korrekten Lange
wurde nach Auftrennung mittels Gelelektrophorese aus dem Gel isoliert. An die
Enden des Genes wurden mit Hilfe der verwendeten Primer zum Vektor passende

Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen angefligt. Der Vektor, pCMV-EHis,
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wurde in einem parallelen Ansatz mit den gleichen Restriktionsendonukleasen
geschnitten, sodass sich nun bei der Ligation das Insert (das Gen) passend in den

Vektor einflgte.

3.3.2 Isolierung von DNA aus EBV-infizierten LCL

LCL enthalten neben ihrer eigenen genomischen DNA auch das Genom des EBV-
Stammes, durch den sie infiziert und transformiert worden waren. Zur Isolierung
genomischer DNA - und damit auch des viralen Genoms — wurden 2 x 107 Zellen
in ein 50 ml-ReaktionsgefaB tberflhrt und fir 5 min bei 530 x g zentrifugiert.
Nach Verwerfen des Uberstandes und Zugabe von 20 ml PBS wurde der Zentri-
fugationsschritt wiederholt. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Pel-
let in 13 ml 1 x TE Puffer, T ml 10% SDS und 100 yl RNAseA (Roche; 10 mg/ml)
resuspendiert. Nach zweistindiger Inkubation bei 37°C wurden 75 pl Proteinase
K (Roche; 50 U/ml) zum Reaktionsansatz hinzugefligt und 4 h im Wasserbad bei
60°C inkubiert. Daraufhin wurden 6 ml 5 M NaCl-L6sung zugegeben und fur 30
min bei 21000 x g und 4°C zentrifugiert. Der DNA-enthaltende Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsgefal Gberfiihrt und mit dem gleichen Volumen Isopropa-
nol versetzt. Die DNA wurde anschlieBend bei 21000 x g fiir 20 min und 4°C pel-
letiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgekippt. Nachdem das Pellet bei Raum-
temperatur (RT) getrocknet war, wurde dieses in 1 ml TE gel6st. Nach vollstandi-

ger Losung wurde die DNA-Konzentration im Nanodrop 800 bestimmt.

3.3.3 Praparation von RNA aus EBV-infizierten LCL

Zur Isolierung von RNA - darunter auch viraler mRNA —wurden 1 x 107 LCL in ein
ReaktionsgefaB Uberfihrt und fir 5 min bei 530 x g zentrifugiert. Nach Zugabe
von 10 ml PBS wurde der Zentrifugationsschritt wiederholt und der Uberstand
vorsichtig abpipettiert. Die Isolation erfolgte mit dem RNeasy Midi Kit der Firma

Qiagen. Das Zellpellet wurde in 600 pl RTL Puffer aufgenommen und mit 6 pl
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Mercaptoethanol versetzt. Um die genomische DNA mechanisch zu fragmentie-
ren und damit die spatere Trennung von der gewlinschten RNA zu erleichtern,
wurde der Reaktionsansatz mit einer Spritze und einer T mm dicken sterilen Ka-
nile mehrmals auf- und abgezogen. Nach Zugabe von 700 pl Ethanol (70%)
wurde der Ansatz auf eine Saule geladen und fiir 1 min bei 21.000 x g zentrifu-
giert. Wahrend die Ribonukleinsauren dabei an der Matrix gebunden blieben,
sammelten sich alle anderen Zellbestandteile in der Durchlauffraktion, welche
verworfen wurde. Auf die Saule wurden nun 700 ul RWI Puffer geladen und fir 15
sec bei 21.000 x g zentrifugiert, um die Saule anschlieBend zwei Mal mit je 600 pl
RPE Wasch-Puffer flir 15 sec bei 21.000 x g zu waschen. Danach wurde die Saule
erneut mit 600 pl RPE Wasch-Puffer fir 2 min bei 21.000 x g gewaschen. Die Saule
wurde in ein neues steriles Auffanggefal® Gberflhrt und fir 1 min bei 21.000 x g
getrocknet. AnschlieBend wurde die Saule in das endgultige Reaktionsgefal
Uberfihrt und die Nukleinsauren zwei Mal mit je 25yl DEPC H20 fir 1 min bei
21.000 x g eluiert. Zuletzt wurde die Konzentration mittels Nanodrop 800 be-

stimmt.

3.3.4 Reverse Transkription der RNA

Fur die Synthese von cDNA aus mRNA wurden 4 yg RNA mit 2 ul dT Primern
(Roche) versetzt und auf 34 pyl mit DEPC-behandeltem Wasser aufgefillt (Tabelle
14). Dieser Reaktionsansatz wurde fir 5 bis 10 min bei 70°C inkubiert und an-
schlieBend unverziglich auf Eiswasser abgekiihlt. Nach Abkiihlung wurde der zur
reversen Transkription notige Reaktionsansatz des SuperScript II Reverse

Transcriptase Kits (Invitrogen) hinzupipettiert (

Tabelle 15) und fir 1 h bei 42°C inkubiert. Das Enzym wurde fiir 15 min bei 70°C

inaktiviert und die Konzentration wurde daraufhin im Nanodrop 800 bestimmt.
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Tabelle 14: Reaktionsansatz zur Denaturierung von mRNA und Bindung der dT-

Primer
Reaktionsansatz
RNA 4 ug
dT-Primer (Roche; 8 nmol) 2 pl (0,32 nmol)
DEPC-H;0 Ad 34 ul

Tabelle 15: Reaktionsansatz zur Synthese von cDNA aus mRNA mittels Super-

Script II Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen)

Reaktionsansatz

5 x First Strand buffer 10 pl
dNTPs (40 mmol) 2 pl
DTT (100 mM) 2 ul
SuperScript (200 U/ul) 2 ul

3.3.5 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden diese mit
1/5 des Volumens an DNA Ladepuffer versetzt und in eine Geltasche geladen. Das
Gel enthielt ca. 0,9% Agarose und 0.4 pg/ml Ethidiumbromid; der Agarosegehalt
richtete sich nach der GroBe der geladenen DNA-Fragmente. Die Elektrophorese
erfolgte in 1x TAE-Puffer, als Referenz wurde eine 1 kb DNA-Leiter (MBI Fermen-

tas) aufgetragen.
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3.3.6 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Mittels einer UV-Licht-
quelle konnten einzelne Banden sichtbar gemacht und mit einem sauberen Skal-
pell ausgeschnitten werden. Um die darin enthaltene gewilinschte DNA zu extra-
hieren, wurde anschlieBend das entsprechende Agarosegelstiick mithilfe des
QIAEX II Gel Extraction Kits den Angaben des Herstellers entsprechend verarbei-

tet.

3.3.7 Verdau der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Zu Klonierungszwecken und zur Uberpriifung préaparierter Plasmid-DNA wurden
DNA-Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt. Dazu wurden 2-4
U des Restriktionsenzyms zu 1 ug DNA in dem vom Hersteller (New England Bi-
olLabs) empfohlenen Puffer gegeben und bei der empfohlenen Temperatur fir 1-
2 h inkubiert. AnschlieBend wurden die entstandenen Fragmente elektrophore-

tisch in Agarosegelen aufgetrennt und durch UV-Licht sichtbar gemacht.

3.3.8 Synthese glatter Enden nach dem Restriktionsverdau

Da manche Restriktionsendonukleasen DNA-Enden mit Einzelstrangliberhangen
produzieren, wurden diese bei Bedarf in glatte Enden umgewandelt. Dazu wurde
nach erfolgtem Restriktionsverdau 1 pl einer 10 mM dNTP-L6sung und 10 U T4-
DNA-Polymerase zum Reaktionsgemisch zugegeben und fur 15 min bei RT inku-

biert.

3.3.9 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten, z.B. des zu klonierenden Genes in den Vektor,
erfolgte enzymatisch mithilfe der T4-Ligase. Dazu wurde ein Vektor-zu-Insert-

Konzentrationsverhaltnis von 1:3 hergestellt und 8 ul dieser Mischung mit 1 ul T4-
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DNA-Ligase sowie 1 ul T4-Ligase-Puffer versetzt und tUber Nacht bei 16°C inku-

biert.

3.3.10 Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanolfdllung von DNA

Um DNA von Verunreinigungen zu befreien, wurde der DNA-LAsung das gleiche
Volumen an Phenol und Chloroform zugesetzt und gemischt. AnschlieBend
wurde das Gemisch bei 21.000 x g fir 10 min und RT zentrifugiert. Danach wurde
die DNA-haltige, wassrige Phase in ein neues Gefall Uberfihrt. AnschlieBend
wurde die DNA durch Zugabe von drei Volumenteilen 100% Ethanol und Zentri-
fugation fur 30 min bei 21.000 x g und 4°C gefallt. Das Pellet wurde in 70% Ethanol
gewaschen und getrocknet. Das trockene Pellet wurde in sterilem ddH20 geldst

und die DNA-Konzentration mittels Nanodrop 800 bestimmt.

3.3.11 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Um groBere Mengen eines Plasmids herzustellen, wurde es in Bakterien einge-
bracht und vermehrt. Fur die Transformation der Bakterien mittels Elektroporation
multen diese entsprechend vorbehandelt werden. Zur Herstellung elektrokom-
petenter Bakterien wurde eine Einzelkolonie des Bakterienstammes XL1-blue
MRF”"in 400 ml SOB-Medium mit 10 pg/ml Tetrazyklin in einem Erlenmeyerkolben
bei 37°C geschittelt, bis eine ODegoo zwischen 0,5 und 0,7 erreicht war. Anschlie-
Bend wurde die Kultur fir 15 min auf Eis abgekiihlt und dann fiir 15 min bei 4.800
x g und 4°C zentrifugiert. Nach Resuspendierung der pelletierten Bakterien in 250
ml kalter Glycerin-Lésung (10% in H>O) wurde erneut unter gleichen Bedingun-
gen zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 2-4 ml der vorgekihlten Glycerin-
Losung aufgenommen und davon Aliquots von je 50 pl in flissigem Stickstoff
schockgefroren und dauerhaft bei -80°C aufbewahrt. Diese Aufgabe wurde

freundlicherweise von den technischen Assistentinnen des Labors iUbernommen.
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3.3.12 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Um eine groBere Menge eines Plasmids zu erhalten, wurden die zuvor hergestell-
ten elektrokompetenten XL1-Bakterien zur Vermehrung des gewilinschten Plas-
mids genutzt. Dazu wurden je 20 pl der bei -80°C gelagerten Bakterien auf Eis
aufgetaut und mit 1 ng Plasmid versetzt. Nach guter Durchmischung wurde der
Ansatz in eine Elektroporationskivette der Spaltbreite 0,1 cm Uberflhrt und im
Gene-Pulser 1I (BioRad) mit 1,5 kV, 25 pyF und 100 Q elektroporiert. Direkt nach
der Elektroporation wurde der Ansatz in 1 ml SOC-Medium aufgenommen, in ein
kleines Reaktionsgefal Gberfihrt und fir 30 min bei 37°C geschuttelt. Nach der
Inkubation wurden die Bakterien fiir 2 min bei 4.800 x g zentrifugiert und ca. 700
ul des Uberstandes verworfen. Das Pellet wurde dann in den verbliebenen 300 pl
resuspendiert und auf eine LB-Agarplatte, welche 100 ug/ml Ampicillin enthielt,

ausgestrichen und Gber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.3.13 Préaparation kleiner Mengen Plasmid-DNA aus transformierten

Bakterien

Um zu Uberprifen, ob die transformierten Bakterien das gewtinschte Plasmid tru-
gen, wurden einzelne Kolonien auf der LB-Agarplatte mit einer sterilen Pipetten-
spitze in je 4 ml LB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin Gberfiihrt. Nach Inkubation
Uber Nacht im Schittler bei 37°C wurden aus den Bakteriensuspensionen die
Plasmide fur die genauere Untersuchungen isoliert. Die verwendeten Puffer wur-

den von der Firma Invitrogen bezogen; ihre genaue Zusammensetzung ist in

Tabelle 16 aufgefuhrt. Zunachst wurde je 1 ml der Bakteriensuspension in ein Re-
aktionsgefaB Gberfihrt und 2 min lang bei 4.800 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die pelletierten Bakterien wurden in 100 ul E1-Puffer resus-
pendiert. Nach Zugabe von 100 pl E2-Lysepuffer und 1-3 min Inkubation bei

Raumtemperatur wurde der Ansatz mit 100 pl E3-Puffer neutralisiert und fir 10
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min bei 21.000 x g und 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abge-
nommen und in ein neues Reaktionsgefal Uberfihrt. Durch Zugabe von 800 pl
Ethanol und Zentrifugation fir 20 min bei 21000 x g und 4°C wurde die DNA
pelletiert. Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und das DNA-Pellet bei RT
getrocknet. AnschlieBend wurde das Pellet in 100 yl H2O aufgenommen und ein
Restriktionsverdau durchgefiihrt. Wurde nach Agarosegel-Elektrophorese das er-
wartete Fragmentmuster erhalten, wurde die Identitat der Plasmid-DNA mittels

Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech verifiziert.

Tabelle 16: Zusammensetzung des JETSTAR Plasmid Purification Kit-Puffers

Puffer Zusammensetzung

E1: Suspensionspuffer 50 mM Tris/ HCI

10 mM EDTA

100 ug/ml RNase A
pH 8,0

E2: Lysepuffer 200 nM NaOH
1% SDS

E3: Neutralisationspuffer 3,1 M Kaliumacetat
pH 8,0

3.3.14 Praparation groBBer Mengen Plasmid-DNA aus transformierten

Bakterien

Die Praparation groBerer Mengen Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien er-
folgte ebenfalls mit dem JETSTAR Plasmid Purification Kit von Invitrogen. Zu-
nachst wurden 400 ml Superbroth-Medium mit 100 ug/ml Ampicillin in einem
groBen Erlenmeyerkolben gegeben, mit einer Plasmid-tragenden Bakterienkolo-
nie beimpft und Gber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert. Am nachsten Morgen

wurde die Bakteriensuspension flir 20 min bei 4.800 x g bei 4°C zentrifugiert und
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der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden die Bakterien in 10 ml E1-Lésung
resuspendiert, durch Zugabe von 10 ml E2-L6sung lysiert und dann mit 10 ml E3-
Losung neutralisiert. AnschlieBend wurde die Mischung fiir 30 min bei 4800 x g
bei 4°C zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation wurde eine Maxi-Saule des Kits
mit 20 ml E4-Lésung dquilibriert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
des Bakterienlysats durch eine Gaze hindurch auf die Maxi-Saule geladen. Beim
Durchlauf durch die Saule wurde die Plasmid-DNA gebunden und anschlieBend
drei Mal mit je 20 ml E5-L6sung gewaschen. Danach wurde die DNA mit 15 ml
E6-Elutionspuffer von der Saule eluiert, mit 11,5 ml Isopropanol versetzt und bei
21.000 x g fur 20 min bei 4°C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde im Anschluss
mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt (ebenfalls
bei 21.000 x g fir 20 min bei 4°C) wurde das getrocknete Pellet in 500 pl 1 x TE-
Losung aufgenommen. AnschlieBend wurde die DNA-Konzentration im Nano-
drop 800 bestimmt und die Identitat der Plasmid-DNA durch Restriktionsverdau

und/oder Sequenzierung Uberprift.

3.4 Zellkulturbiologische Methoden

3.4.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die Arbeit mit Zellkulturen erfolgte in einem S2-Labor unter sterilen Bedingungen
in einer Reinraumwerkbank mit autoklavierten Materialien und sterilen Losungen.
Die Zellen wurden in Inkubatoren bei 5% COz und 37°C kultiviert. Zellkulturme-
dien und -l6sungen wurden entsprechend den Herstellerangaben aufbewahrt
und verwendet. Zur Beurteilung der Zelllinien bezuglich des Wachstums und zum
Ausschluss von Kontaminationen wurden diese regelmaBig unterm Lichtmikro-

skop Uberprift.
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3.4.2 Isolierung von peripheren mononukledren Zellen aus Spenderblut

mittels Pancoll-Dichtegradienten-Zentrifugation

PBMC wurden mittels Pancoll-Dichtegradienten-Zentrifugation aus Vollblut frei-
williger Spender gewonnen. Zunachst wurden zu 30 ml Blut jeweils 150 ul einer
0,5M EDTA Losung mit pH 8,2 zugefligt, um die Gerinnung zu hemmen. Anschlie-
Bend wurde das Vollblut mit 15 ml Pancoll (Pan-Biotech) unterlegt und dann bei
940 x g und RT fir 30 min ohne Bremse zentrifugiert. Die leukozytenhaltige In-
terphase wurde abgenommen und in ein neues GefaB Uberfihrt. Um verschlepp-
tes Pancoll auszuwaschen, wurden die Zellen drei Mal mit RPMI 1640 gemischt
und durch anschlieBende Zentrifugation (530 x g, RT, 10 min) pelletiert. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die abzentrifugierten Leukozyten in T-Zell-Medium

resuspendiert.

3.4.3 Bestimmung der Zellzahl

Zum Zahlen von Zellen wurden 10 ul der Zellsuspension mit dem gleichen Volu-
men an 0,5% Trypanblau versetzt. 10 pl dieser Mischung wurde unter ein Deckglas
der Neubauer-Zahlkammer gegeben, zwei Bereiche mit je 16 Kleinquadraten aus-
gezahlt und anschlieBend der Mittelwert gebildet. Berechnet wurde die Gesamt-

zellzahl wie folgt:

Mittelwert der Zellzahl x 2 (Trypanblau-Verdiinnung) x 10* (Eichung der Zahlkam-

mer) x Volumen (ml) der gesamten Zellsuspension.

3.4.4 Etablierung von EBV-transformierten LCL aus PBMC

Zur Etablierung humaner lymphoblastoider Zelllinien wurden humane B-Zellen /in
vitro mit EBV-Uberstand inkubiert. Dazu wurden je 2 x 10° PBMC eines Spenders
in 100 pl LCL-Medium in einem Loch einer 96-Lochplatte ausgebracht und mit
100 pl Virussuspension des EBV-Stammes M81 (zur Verfligung gestellt von Prof.

Dr. Henri-Jacques Delecluse, DKFZ Heidelberg) versetzt. Am nachsten Tag wurde
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die Halfte des Mediums verworfen und durch neues, Cyclosporin A-haltiges (1
mg/ml) LCL-Medium ersetzt. Zudem wurden pro Loch 500-1000 WI-38 Zellen zu-
gegeben. Zwei Mal wdchentlich wurde die Halfte des Kulturiiberstands durch
frisches, Cyclosporin A-haltiges LCL-Medium ersetzt. Bei einsetzendem Wachs-
tum der Kulturen wurde die Halfte der Zellen in ein zweites Loch der Platte tber-
fuhrt. Nach ca. drei Monaten konnten 30 Locher in einer kleinen Zellkulturflasche
vereinigt werden. Ab der Kultur in der Flasche fand keine weitere Zugabe von

Cyclosporin A mehr statt.

3.4.5 Kultivierung von LCL und Burkitt-Lymphom-Zelllinien

LCL und DG75 wurden in RPMI 1640-Komplettmedium in Zellkulturflaschen kul-
tiviert und bei Bedarf in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:10 geteilt und mit frischem
Medium versetzt. Wurden LCL zur Generierung von T-Zelllinien verwendet, wur-
den diese in RPMI 1640-Komplettmedium gehalten, welches statt FCS Humanse-
rum enthielt. Sollte die Virusfreisetzung aus LCL gehemmt werden, wurde dem
Medium 200 uM Acyclovir bereits min. 14 Tage vor der ersten Stimulation der T-

Zellen zugesetzt und diese Konzentration durchgehend aufrechterhalten.

3.4.6 Generierung LCL-spezifischer T-Zelllinien

LCL-spezifische T-Zelllinien wurden aus PBMC von gesunden, EBV-positiven
Spendern etabliert. Dazu wurden 1 x 10° mit 80 Gy bestrahlte LCL zusammen mit
1 x 10 PBMC desselben Spenders in 24-Loch-Platten in 2 ml T-Zellmedium ohne
IL-2 ausgebracht. Nach 48 h wurde 10 U/ml IL-2 zugesetzt. Alle 14 Tage wurden
die T-Zellen erneut 1:1 mit bestrahlten LCL desselben Spenders stimuliert. Etab-
lierte T-Zelllinien wurden in T-Zellmedium kultiviert und je nach Wachstum geteilt

und mit frischem, IL-2 haltigem T-Zellmedium versetzt.
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3.4.7 Kultivierung von HEK293T-Zellen

HEK293T-Zellen wurden in HEK293T-Medium in Zellkulturschalen bei 37°C und
5% CO> kultiviert. Waren sie zu 70-100% konfluent, wurden sie 1:4 bis 1:10 geteilt.
Dazu wurden die Zellen mit 1 x Trypsin-EDTA fir 5 min bei 37°C im Inkubator
inkubiert. Nachdem sich die Zellen von der Zellkulturschale abldsten, wurden sie

abpipettiert und in der gewlinschten Dichte neu ausgebracht.

3.4.8 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden 1 x 107 Zellen abzentrifugiert, in 1,8 ml Einfrier-
medium resuspendiert und in ein Kryoréhrchen Uberfuhrt. Das R6hrchen wurde
zunachst in Zellstofftlicher eingewickelt, um ein langsames abkihlen im -80°C
Gefrierschrank zu gewahrleisten. Nach 48h wurden die Kryoréhrchen in Tanks mit

Flissigstickstoff (-196°C) Uberfihrt.

Um die Zellen wieder aufzutauen wurden die Kryoréhrchen unter flieBendes, lau-
warmes Wasser gehalten und geschwenkt, bis die Zellsuspension aufgetaut war.
Im Anschluss wurden die Zellen in 10 ml RPMI 1640 Uberfiihrt, gemischt und ab-
zentrifugiert (530 x g, RT, 5 min). Das Zellpellet wurde insgesamt drei Mal in fri-
schem RPMI 1640 resuspendiert und abzentrifugiert, um das Einfriermedium aus-

zuwaschen. Nach dem Waschen der Zellen wurden diese in Kultur genommen.

3.4.9 Herstellung von Viruskonzentrat

Zur Herstellung von EBV-Konzentrat wurde Zelliberstand der B95.8-Zelllinie mit
Hilfe einer Spritze durch ein 0,45 uM Filter gedriickt. Zuvor waren die Zellen mog-
lichst dicht kultiviert worden. Die sterilfiltrierten Viruspartikel wurden anschlie-
Bend in einer Beckmann-Zentrifuge bei 100.000 x g und 4°C fir 2 h zentrifugiert
und der Niederschlag in sterilem PBS resuspendiert. Das Viruskonzentrat wurde

bei 4°C gelagert.
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3.4.10 Transfektion antigenprasentierender Zellen mittels Elektroporation

Am Tag vor der Transfektion wurden DG75-Zellen 1:1 geteilt und mit frischem
LCL-Medium versorgt. Am nachsten Tag wurden 1 x 107 Zellen fir 5 min bei 530
x g zentrifugiert, der Zellniederschlag in 10 ml RPMI 1640 gewaschen und nach
erneuter Zentrifugation in 10 ml OPTIMEM resuspendiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 530 x g wurden die Zellen in 300 yl OPTIMEM
aufgenommen und 20 ug der zu transfizierenden Plasmid-DNA hinzugefigt.
Nach gutem Durchmischen wurde die Suspension in eine Elektroporationskivette
(0,4 cm Spaltbreite) Uberfihrt und diese in den Gene-Pulser II eingesetzt. Die
Elektroporation erfolgte bei 230 V und 975 pF. Im Anschluss wurden die Zellen in
1 ml FCS aufgenommen und in 5 ml LCL-Medium in einer 6-Loch-Platte ausge-

bracht.

3.4.11 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Fur die qualitative und quantitative Erfassung von T-Zellantworten nach Antigen-
erkennung wurde die Ausschuttung von IFNy und GM-CSF mittels ELISA-Kits von

Mabtech nach Herstellerangaben gemessen.

Dazu wurden zunichst 5x10* APC mit 5x10*T-Zellen in einem Loch einer 96-Loch-
platte in 200 ul LCL-Medium kokultiviert. Am nachsten Tag wurden 100 pl Uber-
stand auf eine ELISA-Platte Gibertragen. Die ELISA-Platte war am Abend zuvor pro
Loch mit 100 pl in PBS verdiinntem Capture-Antikdrper beladen, am néachsten
Morgen nach dreimaligem Waschen mit ELISA-Waschpuffer fir 1 h mit 300 pl
ELISA-Blockpuffer geblockt und abschlieBend erneut drei Mal gewaschen wor-
den. Die so vorbereiteten ELISA-Platten wurden fiir 2 h bei RT mit dem Uberstand
der T-Zell-APC-Kokultur inkubiert, anschlieBend drei Mal gewaschen und pro
Loch mit 100 ul in reagent diluent verdiinntem Detection-Antikorper fir 2 h bei

RT versetzt. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden 100 yl BD OptEIA-
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Substratlosung zugesetzt und die Enzymreaktion nach etwa 5 min durch Zugabe
von 50 pl 2N H2SO4 gestoppt. AbschlieBend wurde die Absorption bei 450 nm im

ELISA-Lesegerat (Tecan) gemessen.

3.4.12 Bestimmung der T-Zell-Zytotoxizitat

Zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivitat von T-Zellen wurden 5 x 10° Zielzel-
len mit Calcein (Invitrogen) entsprechend dem Herstellerprotokoll gefarbt. Nach
Inkubation flr 30 min bei 37°C wurden die Zellen mit RPMI 1640 ohne Phenolrot
gewaschen, zentrifugiert (530 x g, 5 min, RT), 5 x 10* Zielzellen in 100 yl RPMI
1640 ohne Phenolrot in einer 96-Lochplatte mit V-Boden ausgebracht und mit
unterschiedlichen Mengen an T-Zellen fir 3 h bei 37°C kokultiviert. AnschlieBend
wurde die Fluoreszenzintensitat des Uberstandes in einem Infinite F200 PRO Rea-
der gemessen. Spontane und maximale Lyse wurden bestimmt, indem je 100 pl
RPMI 1640 ohne Phenolrot oder 1% Triton X-100 in PBS den Zielzellen anstatt der

T-Zellen zugefligt wurden. Die spezifische Lyse wurde wie folgt berechnet:

Spezifische Lyse [%] = [(gemessene Lyse — spontane Lyse) / (maximale Lyse —

spontane Lyse)] x 100

3.4.13 Durchflusszytometrie

Zur Charakterisierung von neu etablierten T-Zelllinien wurden die T-Zellen mittels
Antikorper gegen Oberflachenmarker gefarbt und anschlieBend mittels Durch-
flusszytometrie (FACS) analysiert. Dazu wurden 1 x 10° Zellen zwei Mal in FACS-
Puffer gewaschen (530 x g, 5 min, 4°C), danach in 100 ul FACS-Puffer aufgenom-
men und in eine 96-Lochplatte mit Rundboden auf Eis transferiert. Je nach Far-
bung wurden 2 ul FITC-, PE- oder APC-gekoppelte Antikérper zugegeben und
vorsichtig gemischt. Die Platte wurde im Dunkeln fir 15 min auf Eis inkubiert.

Danach wurden die Proben drei Mal mit je 200 pl FACS-Puffer gewaschen. Nach
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Aufnahme der Proben in 200 ul FACS-Puffer wurden die Proben am FACS-Calibur

vermessen und die Ergebnisse mithilfe der FloJo-Software ausgewertet.

3.4.14 Transfektion der HEK293T-Zellen mit Polyethylenimin und

Proteinpraparation

Zur Produktion eines gewlinschten Proteins wurden HEK293T-Zellen (DuBridge
et al. 1987) mittels Lipofektion transfiziert, wenn sie etwa 60-80% Konfluenz er-
reicht hatten. Dazu wurde das Medium abgenommenem und 20 ml Transfekti-
onsmix auf jede Zellkulturschale gegeben. Der Transfektionsmix fiir 10 Zellkultur-
schalen setzte sich wie folgt zusammen: Zuerst wurde 450 ug der Plasmid-DNA
in 15 ml OPTIMEM gegeben und gut durchmischt, dann wurden 675 pl der Po-
lyethylenimin (PEI)-L6sung hinzuzufiigen und die Mischung griindlich gemischt.
Nach Inkubation fir 15 min bei RT wurde der Transfektionsmix zu 200 ml
HEK293T-Medium gegeben. Nach 12 h wurde das Medium durch frisches
HEK293T-Medium ersetzt und die Zellen nach 48 h geerntet. Dazu wurden die
Zellen mit einem sauberen Spatel von der Platte abgetragen und zentrifugiert
(530 x g, 10 min, RT). Das Zellpellet wurde in 50 ml Lysepuffer aufgenommen und
durch eine Perfusorspritze mit Kanule auf- und abgezogen, um die zellulare DNA
zu scheren. AnschlieBend wurde die Suspension erneut zentrifugiert (3.300 x g,
15 min, RT) und der proteinhaltige Uberstand gewonnen. Das gewiinschte Pro-
tein, welches ein Hise-Etikett am C-Terminus aufwies, wurde mittels 300 yl Ni-
NTA-Agarose gemaB Herstellerprotokoll (Qiagen) aufgereinigt. AnschlieBend

wurde das gewonnene Protein gegen PBS dialysiert.
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3.5 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Herstellung von Zell-Extrakten

Um proteinhaltige Zellextrakte flir Western Blots (WB) herzustellen, wurden 1 x
107 Zellen bei 530 x g fur 5 min zentrifugiert und in PBS gewaschen. AnschlieBend
wurden die Zellen in 100 pl kaltem RIPA-Puffer resuspendiert und fir 30 min auf
Eis gestellt. Um unerwiinschte Zellbestandteile von dem proteinhaltigem Uber-
stand zu trennen, wurde das Gemisch bei 21.000 x g fiir 15 min bei 4°C zentrifu-
giert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaB tberfiihrt. Diesem Uber-
stand wurde in einem Verhaltnis von 3:1 3x SDS-Ladepuffer zugesetzt und der

Ansatz fur 5 min bei 95°C gekocht.

3.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot

Um die zuvor gewonnenen, proteinhaltigen RIPA-Extrakte naher zu untersuchen,
wurden die darin enthaltenen Proteine mittels sodium dodecy! sulfate polyac-
rylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) aufgetrennt. Die aufgetragenen Proben
durchliefen zuerst ein Sammelgel, dann ein Trenngel. Eine Proteinleiter (Page
Ruler Prestained Protein Ladder, Fermentas) wurde als GroBenmarker aufgetra-
gen. Das Gel wurde in einer mit SDS-Laufpuffer gefillten Gelkammer befestigt
und eine Spannung von 60-100 V fur 2-5 h angelegt. Nach der SDS-PAGE muss-
ten die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) -
Membran Ubertragen werden. Dies geschah in einer mit Transferpuffer gefillten

Blotkammer bei 300 mA fir ca. 2 h bei 4°C.
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3.5.3 Immunologischer Nachweis der transferierten Proteine

Nachdem die Proteine auf die PVDF-Membran Gbertragen worden waren, wurde
die Membran in Blockpuffer fir WB fir 1 h bei RT geschwenkt und anschlieBend
drei Mal flr 10 min in Waschpuffer fiir WB gewaschen. AnschlieBend wurde sie
Uber Nacht bei 4°C mit in Waschpuffer fiir WB verdiinntem Primarantikdrper ge-
schwenkt. Am nachsten Tag wurde die Membran erneut drei Mal fir 10 min in
Waschpuffer gewaschen und fuir 1 h mit in Waschpuffer verdiinntem Sekundaran-
tikdrper bei RT geschwenkt. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde die
Membran mit einer WB-Entwicklungslésung (siehe Tabelle 17Tabelle 17: Wes-
tern-Blot-Entwicklungslésung) entwickelt. Nach 3 min wurden die leuchtenden
Proteine als Beleuchtungsquelle eines Rontgenfilmes (CEA Medical X-Ray Screen
Film Blue Sensitive von Agfa Healthcare) verwendet und somit sichtbar gemacht.
Die Verdiinnung der Primar- und Sekundarantikoérper kann Tabelle 18 entnom-

men werden.

Tabelle 17: Western-Blot-Entwicklungsldsung

Western-Blot (WB) Entwicklungslosung
WB-Entwicklungslésung A 4 ml
WB-Entwicklungslsung B 400 pl
98% Wasserstoffperoxidldsung 1,2 pl

Tabelle 18: Verdiinnung von Western-Blot-IgG-Antikorpern

Spezifitat Spezies Verdiinnung
His6-Tag Maus 1:50

GAPDH Maus 1:5.000
Tubulin Ratte 1:5.000
Maus-IgG Schaf 1:10.000
Ratte-IgG/IgM Ziege 1:10.000
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3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 5. P-Werte wurden

mittels t-test mit Bonferroni-Korrektur verwendet und wie folgt definiert:

Tabelle 19: Bezeichnung der Signifikanzniveaus

Signifikanzniveau Bezeichnung

p > 0,05 n.s. (nicht signifikant)
P<0,05 *

P < 0,01 o

P < 0,001 e
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4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der EBV-Sequenzunterschiede auf die T-Zell-Erkennung®

4.1.1 Proteine der Latenzphase variieren in groBerem MaBe als Proteine
des lytischen Zyklus

Sequenzvergleiche verschiedener EBV-Stamme zeigten eine Haufung nicht-syno-
nymer Polymorphismen insbesondere in Latenzgenen, was zur Subklassifizierung
der Stamme als Typ 1 oder Typ 2 flhrte (Feederle et al. 2015; Tsai et al. 2013;
Kwok et al. 2014; Palser et al. 2015). Obwohl in den Latenz-Proteinen von EBV
viele T-Zellepitope identifiziert worden waren, blieb der Einfluss dieser Polymor-
phismen auf die virale Immunerkennung groBteils unerforscht. Deshalb wurden
in dieser Arbeit zunachst die Proteinsequenzen der aus B-Zellen isolierten EBV-
Referenzstamme Typ-1 (B95.8) und Typ-2 (Ag876) mit drei aus NPC gewonnenen
Virusstammen (C666-1, HKNPC1 und dem kurzlich charakterisierten M81) vergli-
chen. Dazu wurde M81 als Referenzstamm gewahlt, die viralen Proteine in ver-
schiedene funktionelle Gruppen unterteilt und mit den anderen Virusstammen
verglichen (Abbildung 2).

In den Latenz-Proteinen differierten die untersuchten Stamme in durchschnittlich
6.6% von der M81-Sequenz, wobei die Unterschiede stammabhéangig stark vari-
ierten (B95.8: 3.7%; AG876: 17.5%; C666-1: 4.0%; HKNPC1: 1.0%). Da M81 als Typ
1-Stamm beschrieben wurde (Tsai et al. 2013), waren die groBen Unterschiede
gegeniiber AG876 in den Proteinen EBNA2 (46.7%), EBNA3A (16.1%), EBNA3B
(33.3%) und EBNA3C (27.0%) (Abbildung 2A) nicht unerwartet.

> ibernommen aus Cirac, A, Stiitzle, S., Dieckmeyer, M. et al. Cancer Immunol Immunother (2018)
67: 663-674. https://doi.org/10.1007/s00262-018-2118-z
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Im Gegensatz dazu betrug die Abweichung aller Stamme in den Proteinen der
lytischen Phase insgesamt nur 0.5% (Abbildung 2B-D), wobei die nahere Ver-
wandtschaft von M81 mit den aus NPC (Abweichung 0.1 - 0.2%) als mit den aus
B-Zellen isolierten Stammen B95.8 und AG876 (Abweichung etwa 0.8%) deutlich
wurde. Dies lieB vermuten, dass Sequenzunterschiede in den Proteinen der lyti-
schen Phase weniger die Einteilung in Typ-1 oder -2 widerspiegeln, sondern eher
durch den geografischen Ursprung oder den Zelltropismus bestimmt werden. So
zeigte M81 ein besonders hohes Mal3 an Homologie zu den anderen NPC Stam-
men in den Gruppen der Strukturproteine, Immunevasine sowie denjenigen Pro-
teinen, die an der Infektion von Epithelzellen beteiligt sind. Auch in den Proteinen,
die bei der lytischen Replikation eine Rolle spielen, waren die Abweichungen in
B95.8 (0.85%) und AG876 (0.72%) groBer als in C666-1 (0.11%) und HKNPC1
(0.41%).

4.1.2 Sequenzunterschiede in T-Zell-Epitopen

Um den Einfluss der Polymorphismen in EBV-Antigenen auf die Immunerkennung
zu ermitteln, wurden zunachst die Sequenzen von allen in der Literatur beschrie-
benen T-Zellepitopen in den EBV-Stammen B95.8, M81 und AG876 verglichen.
Dabei handelte es sich um 183 T-Zellepitope, wovon 118 von CD8+ und 65 von
CD4+ T-Zellen erkannt wurden. Fast alle diese Epitope wurden im B95.8-Stamm
identifiziert. Da die die Epitope umgebenden Aminosauren einen Einfluss auf die
Prozessierung und die Bindung an MHC-Molekiile haben (Walker et al. 2016;
Steers et al. 2014), wurden die jeweils flinf N- und C-terminal an das Epitop an-
grenzenden Aminosauren als ,flankierende Regionen” definiert und in diese Ana-
lysen mit eingeschlossen. Eine Liste der Epitope und deren flankierenden Regio-
nen, welche Polymorphismen in mindestens einem der Stamme aufweisen, sind
in Tabellen 20 und 21 dargestellt. Dabei zeigte sich, dass ca. die Halfte aller von

CD4+ und ein Drittel aller von CD8+ T-Zellen erkannten Epitope mindestens eine
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Abweichung in der Epitopsequenz und/oder den flankierenden Regionen aufwie-
sen (Abbildung 3). Die meisten Sequenzunterschiede fanden sich beim Vergleich
der beiden Typ 1-Stamme B95.8 und M81 mit dem Typ 2-Stamm AG876 (82%
Abweichung in CD4+ und 35% in CD8+ T-Zellepitopen). Obwohl sie beide den
Typ 1-Stammen zugerechnet werden, unterschieden sich B95.8 und M81 noch in

48% der CD4+ und 27% der CD8+ T-Zellepitope.
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Abbildung 2: Vergleich der M81-Proteinsequenzen mit anderen Virusstammen.

Proteinsequenzen der EBV-Stamme aus B-Zellen (B95.8 und AG876) und Nasopharynxkarzinomen
(NPC) (C666-1 und HKNPC1) wurden mit denen aus M81 verglichen. Dargestellt wurde die antei-
lige Abweichung (%) der Aminosauresequenzen der EBV-Stdamme von denen des M81 bezogen
auf verschiedene funktionelle Proteingruppen. Die M81-Proteinsequenzen wiesen ein hohes Maf
an Homologie mit denen der anderen EBV-Stamme aus NPC auf. Die Latenz-Proteine (A) wiesen

hoéhere Raten an Polymorphismen auf als die Proteine der lytischen Phase (B-F).
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M81 versus B95.8 AG876 versus B95.8
CD4+ CD8+ CD4+ CD8+

by & SE

M81 versus AG876
CDA+ CD8+

@@

Abbildung 3: Polymorphismen in T-Zellepitopen und flankierenden Regionen.

|:| Polymorphismus nur im Epitop

- Polymorphismen im Epitop und in der flankierenden Region
- Konserviertes Epitop und polymorphe flankierende Region
- Keine Ubereinstimmende Sequenz gefunden

- Konserviertes Epitop und konservierte flankierende Region

Die Aminosauresequenzen publizierter CD4+ (n=65) und CD8+ (n=118) T-Zellepitope aus B95.8
und deren flankierenden Regionen wurden mit den entsprechenden Epitopsequenzen in M81
(oben links) und AG876 (oben rechts) verglichen. Ein Vergleich der Epitopsequenzen aus M81 und
AG876 ist im unteren Teil der Abbildung gezeigt. Als flankierende Regionen wurden die jeweils
finf N- und C-terminalen Aminosauren definiert, die an die Epitope angrenzten. Die Zahlen in

den Kreisdiagrammen zeigen die Anzahl der Epitope in jeder der farblich markierten Kategorien.
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Tabelle 20: CD8+ T-Zellepitope einschlieBlich flankierender Regionen, die in min-

destens einem der Virusstamme B95.8, AG876 oder M81 einen Polymorphismus

aufwiesen.

CD8+ T-Zellepitope

Position im
B9S.8- HLA- B95.8- M81 AG876-
Antizen Protein Restrik- Epitopsequenz -Epitopsequenz Epitopsequenz REISlee
(Amino- tion
saure)
RDGVR- RDGVR-
72-80 B7 RPQKRPSCI RPQKRPSCI dentisch mitmg1 | (Blake etal.
-GCKGT -GCKGA 2000)
RRPFF- RRPFE- RRPFE-
407-417 B35.01 | HPVGEADYFEY HPVGDADYFEY HPVAEADYFEY (Blake et al.
-HQEGG -LQEGG -HQEGG 1997)
KHRGQ- KHRGQ- KHRGE-
GGSNPKFENIAEGL GGSNPKFENIAEGL GGSSQKFENIAEGL (Fogg et al.
476-494 n.d. RALLA RVLLA RLLLA 2009)
-RSHVE -RSHVE -RCHVE
EBNA1 DEGTW- EEGN- EoeNT
VAGVFVYGGSKTS VAGVFVYGGSKTS VAGVFVYGGSKTS (Fogg et al.
508-526 n.d. LYNLRR LYNLRR LYNLRR e
-GTALAI -GIALAV -GIGLAI
GTALA- GIALA- GIGLA-
528-536 B7 IPQCRLTPL VPQCRITPL IPQCRLTPL (Blake et al.
-SRLPF -SRLPF _SRLPF 2000)
IFAEG- IFAEG-
574-582 A2.03 VLKDAIKDL Identisch mit B95.8 | (del)LKDAIKDL (Blake et al.
-VMTKP -VLPKP 1997)
HGGQT- HGGQS-
14-23 B38 YHLIVDTDSL g?g&lg,%;\[ YNLIVDTDMS ;fh;&;q?” et
-GNPSL > -GNPSL .
o i i Keine (Schmidt et
EBNA2 42-51 A2/B51 DTPLIPLTIF Identisch mit B95.8 Ubereinstimmung e
-VGENT
LTVLQ- LTVLQ- PTPPP- Mackay LK.
234-242 B55 RPTELQPTP RPTELQPTP RPTLPQPRI :JHnﬁub“S:ef'
- R R islop et al.
SPPRM SPQSM PLIP oo
gj\T(T/I\IDI;LQTL Identisch mit B95.8 | <ne (Burrows et
158-166 B8 _AAGWP ’ Ubereinstimmung al. 1994)
PMGYQ- PMGYQ-
176-184 A30.02 | AYSSWMYSY Identisch mit B95.8 | AYSSWMYSY (Steven et al.
-TDHQT -TDPQV 1996)
QSCNP- QSSNP-
246-253 A24 RYSIFFDY Identisch mit B95.8 | CYSIFFDY (Burrows et
-MAIHR -MAIHR al. 1994)
EBNA3A
AWNAG- AWNAG- AWNAG- (Burrows,
325-333 BS FLRGRAYGI FLRGRAYGL LLRGRAYGQ Sculley, et al.
-DLLRT -DLLRT -DLLRT 1990)
GGPKV- Identisch mit B95.8 | SRDGT- Brooks J. Un-
378-387 B27 KRPPIFIRRL KHRRPPIFLRRL published
-HRLLM -HRLLLM (Hislop et al.
2007)
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GPKVK- RDGTK- _
379387 | B7 RPPIFIRRL Identisch mitB95.8 | *ins(2aa)RpPIFLRRL | (Hill Worth,
-HRLLM -HRLLM etal. 1995)
GKEV- icki
406-414 862 (LIEKARGSTY Identisch mit B95.8 Keine (Rlsk':/r;son
- P . . an 0SS
-GTPRP Ubereinstimmung 1997)
EPPTI- EPPTI- Keine (Burrows et
450-458 B62 HLAAQGMAY HLAAQGMAY Ubereinstimmung al. 1994)
-PLHEQ TLHEQ (Provenzano
- - et al. 2007)
AQGMA- AQGMA- Keine
458-466 B35.01 YPLHEQHGM YTLHEQHGM Ubereinstimmung (Burrows et
-APCPV -APCPV al. 1994)
DQLPG- DQLPG- DQLPG- (Rickinson
91499 | A29 VESDGRVAC VSSDGRVAC VPKDGRGAC and Moss
-APVPA -APVPA -APVPA 1997)
VACAP- . . GACAP- (Rickinson
502510 87 VPAPAGPIV Identisch mit B95.8 VPALAGPIV and Mass
RPWEPS RPWES 1997)
RDRLA- RDRLA- .
603-611 A3 RLRAEAQVK Identisch mit B95.8 | RLRAEAQAR (Hill, Lee, et
QASVE QASVE al. 1995)
(Lin et al.
2008)
QASVE- QASVE- (Whitney et
617-625 Ba601 | vapPPQLTQV vapTaLTQY Identisch mit Mg1 | - 2002)
-sPaQP -sPQQP (Midgley,
Bell,
McGeoch, et
al. 2003)
CMTVR- Identisch mit B95.8 CMTVR- (Rickinson
149-157 B27.05 HRCQAIRKK HRCQAIRQK and Moss
-PLPIV -PLPID 1997)
TRHAT- Identisch mit B95.8 LRHAI- (Rickinson
217-225 A24.02 TYSAGIVQL TYSAGIVQL and Moss
-PRISD -PRMSD 1997)
GTKNR- Identisch mit B95.8 | GTRNR-
279-287 B58 VSFIEFVGW VAFVEFVGW (Lee etal.
-LCKKD -LCKKD 2000)
VYGRP- VYGRP- VYGRP- o
EBNA3B | 399-408 | A1l AVFDRKSDAK AVFNRKSDAK SVFYRKPDTK (Gavioli et al.
-STKKC _STKKC -STKKC 1993)
KKCRA- KKCRA- KKCRA- __
416-424 | ALl IVTDESVIK IVTDESVIN IVTDLSIIK (Gavioli et al.
-AIEEE _AIEEE _VIEDE 1993)
GPQVT- GPQVT- Keine (Rickinson
488-496 B35.01 AVLLHEESM TVLLHEESM o — and Moss
Ubereinstimmun
-QGvay -QGvav € | 1997)
HQTPQ- Identisch mit B95.8 Keine (Rickinson
657-666 B44 VEITPYKPTW o " and Moss
Ubereinstimmun
-AQIGH € | 1997)
GPLVA- Identisch mit B95.8 | GPLVV-
163-171 84403 | EGGVGWRHW EGGVGWRHW (Morgan et
-LLTSP -LLTSP al. 1996)
AEVRF- Identisch mit B95.8 | AEVRF-
EBNA3C | 249-258 | B27.05 | LRGKWQRRYR LRGKWQRRER (Brooks et al.
-RIYDL -RIFDL 1993)
WQRRY- Identisch mit B95.8 WQRRF-
258-266 B27.02/0 | pgiypLiEL RRIFDLIEL 35)
4/05 -CGSLH -CGSLH
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Identisch mit B95.8

LCGSL- LCGSL- (R|ck|n50n
271-278 B39 HHIWQONLL HHVWQONML and Moss
-QTEEN -QTEEN 1997)
NLLQT- Identisch mit B95.8 NMLQT- (Burrows,
281-290 B44.02 EENLLDFVRF EENLLDFVRF Sculley, et al.
-MGVMS -MGVMS 1990)
ARRGI- ARRGI- ARRGI-
335-343 B4402 KEHVIQNAF KDHVIONAF KEQVIQKAF (Khanna et al.
-RKAQI -RKAQL -LKAQR 1992)
VIQNA- VIQNA- VIQKA-
343-351 B27.05 FRKAQIQGL FRKAQLQGL FLKAQRQGL (Brooks et al.
SMLAT SMLAT SMLAT 1993)
RPPAR- RPPAR- QPPAQ-
EBNA-LP | 284-292 A2 SLREWLLRI SLREWLLRM SLREWLLRI (Lee etal.
-RDHFE -RASFE -SERFD 2000)
LLALL- LLALL- Identisch mit B95.8 )
38-46 n.d. FWLYIVMSD FWLYIVMSN (Meij et al.
“WTGGA “WTGGA 2002)
LIFI- LIIFI- Identisch mit B95.8 )
72-82 B40 FRRDLLCPLGA FRRDLLCPLGG (Meij et al.
-LGILL -LGLLL 2002)
Lzl A2, LGIWI- LGLWI- LGLWI-
125-133 A6802 YLLEMLWRL YFLEILWRL YLLEILWRL (Khanna et al.
A6901 | -GATIW -GATIW -GATIW 1998)
QQNWW- QQNWW- Identisch mit B95.8
166-174 A2 TLLVDLLWL TLLVDLLWL (Khanna et al.
-LLFLA -LLFMA 1998)
LAAIA- LAAIA- Identisch mit B95.8 )
141-154 n.d. ASCFTASVSTVVTA ASCFTASVSTVVSA (Meij et al.
TGLAL TGLAL 2002)
IAASC- IAASC- Identisch mit B95.8
144-152 AGS FTASVSTVV FTASVSTVV (Straathof et
TATGL _SATGL al. 2005)
CLTWR- CLTWR- Identisch mit B95.8
200-208 B40.01 IEDPPFNSL IEDPPENSI (Lee etal.
-LFALL -LFALL 1996)
736,244 57704 | ULAY-RRRWRRLTV- | LILAY-RRRWRRLTV- Identisch mit B9S.8 | o oks et al.
) CGGIM CGGMM 1993)
ILAYR- ILAYR- Identisch mit B95.8
237-245 B14.01 RRWRRLTVC RRWRRLTVC (Straathof et
-GGIMF -GGMMF al. 2005)
YRRRW- YRRRW- Identisch mit B95.8
240-250 B27 RRLTVCGGIMF RRLTVCGGMMF (Straathof et
‘LACVL JLACLY al. 2005)
LMP2 RWRRL- RWRRL- Identisch mit B95.8
243-251 Al TVCGGIMFL TVCGGMMFL (Straathof et
ALY ACLWY al. 2005)
VCGGI- VCGGM- Identisch mit B95.8 )
249-262 nd. MFLACVLVLIVDAV | MFLACLVVLIVDAV (Meij et al.
-LaLsP -LOLSP 2002)
R ACVLV- ACLVV- Identisch mit B95.8
257-265 A*0204, | | \ypavLaL LIVDAVLQL (Straathof et
A*0217 | cpliG SPLLG al. 2005)
VLLIC- VLLIC- Identisch mit B95.8
340-350 ALl SSCSSCPLSKI SSCSSCPLSKV (Lee etal.
-LLARL -LLARL 1996)
CPLSK- CPLSK- Identisch mit B95.8
350-359 A29 ILLARLFLY VLLARLFLY (Straathof et
-ALALL -ALALL al- 2005)
GSGNR- GSGNR- Identisch mit B95.8
419-427 A24 TYGPVFMCL TYGGPVFMSL (Lee etal.
-GGLLT -GGLLT 1996)
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GPVFM- GPVFM- Identisch mit B95.8

426-434 A2.01 CLGGLLTMV SLGGLLTMV (Lee etal.
-AGAVW ~AGAVW 1993)
AVWLT- AVWLT- Identisch mit M81 (Rickinson

442-451 A25 VMSNTLLSAW VMINTLLSAW and Moss
-ILTAG -ILTAG 1997)
VMSNT-LLSAWILTA | VMTNT-LLSAWILTA | 'dentisch mit M81 (Lee et al.

447-455 A2 -GFLIF -GFLIF 2000)
VLWPV- VLWPV- Identisch mit M81

52-64 B35.08 LPEPLPQGQLTAY LPEPLPQGQLTAY (Green et al.
-HVSTA -HVSAA 2004)
WPVLP- WPVLP- Identisch mit M81 _

54-63 B35.01 | EPLPQGQLTAY EPLPQGQLTAY (Saulquin et
-HVSTA -HVSAA al- 2000)
LTAYH- LTAYH- Identisch mit M81

66-75 B58.01 | VSTAPTGSWF VSAAPTGSWF (Abbott et al.
-SAPQP -PAPQP 2013)
SAPQP- PAPQP- Identisch mit M81 (Redchenko

81-89 B35.01 APENAYQAY APENAYQAY and Rickinson
-AAPQL -AAPQL 1999)
SLEEC- SLEEC- _

172-183 B18 DSELEIKRYKNR Identisch mit B95.8 | DSELDIKRYKNR (Saulquin et
VASRK VASRK al. 2000)
NRVAS- NRVAS- Identisch mit M81 _

186-201 c6 RKCRAKFKQLLQHYR | RKCRAKFKHLLQHYR (Bogedain et

e -EVAAA -EVASA al. 1995)

ASRKC- ASRKC- ‘

190-197 B8 RAKFKQLL RAKFKHLL Identisch mit mg1 | (Bogedainet
-QHYRE -QHYRE al. 1995)
GDNST- GDNST- GDNST- ‘~

121-129 B15.01 VQTAAAVVE VQPAAAVVL VQPAAAVVE (Fiebiger et
-ACPGA -ACPGA -ACPGA al- 2015)
KFKQL- KFKHL-

197-205 8 LQHYREVAA LQHYREVAS Identisch mit mg1 | (Pudneyetal.
-AKSSE _AKSSE 2005)
AAAKS- ASAKS-

209-217 B60 SENDRLRLL SENDRLRLL Identisch mit Mg1 | (Scotetetal.
-LKQMC -LKQMC 1996)
RSASC- RSASC- Annels NE.

BMLF1 435-444 B14 SRLVRAILSP SRLVRAILSP Identisch mit B95.8 | Unpublished

_GTGSL _ATGSL (Hislop et al.
= = 2007)

Polymorphe Aminosauren unterstrichen und fettgedruckt. Epitope von flankierenden Sequenzen
durch Bindestrich getrennt. (del), Deletion von einer bis mehreren Aminosauren. (ins), Insertion
von einer bis mehrere Aminosauren. Die HLA-Restriktionen der T-Zellen wurde von der Epstein-

Barr-Virus T-Zellantigen Database http://research4.dfci.harvard.edu/cvc/ebv/ des Dana-Faber

Cancer Institute, Boston, USA, Ubernommen. n.d., HLA Restriktion ist nicht definiert.

70


http://research4.dfci.harvard.edu/cvc/ebv/

Tabelle 21: CD4+ T-Zellepitope einschlieBlich flankierender Regionen, die in min-

destens einem der Virusstamme B95.8, AG876 oder M81 einen Sequenzunter-

schied aufwiesen.

CD4+ T-Zell-Epitope

Position im
. B95.8- HLA- B95.8- M81- AG876-
Antigen Protein Restrik- Epitopsequenz Epitopsequenz Epitopsequenz Referenz
(Amino- tion pitopseq pitopseq pitopseq
saure)
HRDGV- HRDGV- (Leen et al.
71-85 DR11 RRPQKRPSCIGCKGT | RRPQKRPSCIGCKGA | |dentisch mit M81 2001)
-HGGTG -HGGTG
PPPGR- PPPGR- PPPGR- (Leen et al.
403-417 DQ2 RPFFHPVGEADYFEY | RPFFHPVGDADYFEY | RPFFHPVAEADYFEY
‘HQEGG LQEGG = 2001)
- = -HQEGG
DRI, DGEPD- DGEPD- DGEPD-
429-248 DR3, VPPGAIEQGPADDP | VPPGAIEQGPTDDP | MPPGAIEQGPADDP | (Leen etal.
DQ2, GEGPST GEGPST GEGPST 2001)
DQ5 -GPRGQ -GPRGQ -GPRGQ
PRGQG- PRGQG-
455-469 n.d. EESERKKGG\NE Identisch mit B95.8 EESERKGGWX (ZL:;l") etal.
-GQGGS -GEGGS
GQGGS- GQGGS- GEGGS- (Leen et al.
475-489 DR11 NPKFENIAEGLRALL | NPKFENIAEGLRVLL | SQKFENIAEGLRLLL 2001)
-ARSHV -ARSHV -ARCHV
PKFEN- PKFEN- QKFEN- (Paludan et
481-495 DQ2/3 IAEGLRALLARSHVE IAEGLRVLLARSHVE IAEGLRLLLARCHVE al. 2002)
-RTTDE -RTTEE -RTTED :
DQ3, PKFEN- PKFEN- QKFEN-
481-500 DQB1*04 | 'AEGLRALLASHVER IAEGLRVLLARSHVER | IAEGLRLLLARCHVER | (Paludan et
TTDE TTEE TTED al. 2002)
02 -GTWVA -GNWVA -GNWVA
EBNA 1 NIAEG- NIAEG- NIAEG- (Leen et al.
485-499 n.d. LRALLARSHVERTTD | LRVLLARSHVERTTE | LRLLLARCHVERTTE 2001)
-EGTWV -EGNWV -DGNWV
DR11,
VAGVF- VAGVF- VAGVF-
509528 DR13, VYGGSKTSLYNLRRG | VYGGSKTSLYNLRRG | VYGGSKTSLYNLRRG | (Leenetal.
DQ3, TALAI IALAV IGLAI 2001)
DQ6 -PQCRL -PQCRI -PQCRL
DRB1*11 | VYGGS- VYGGS- VYGGS- Unverdffent-
514-528 o1 KTSLYNLRRGTALAI KTSLYNLRRGIALAV KTSLYNLRRGIGLAI lichte Daten
-PQCRL -PQCRI -PQCRL
YGGSK- YGGSK- YGGSK- (Khanna et al.
515-528 DR1 TSLYNLRRGTALAI TSLYNLRRGIALAV TSLYNLRRGIGLAI 1995)
-PQCRL -PQCRI -PQCRL
SKTSL- SKTSL- SKTSL- (Voo et al.
518-530 DP3 YNLRRGTALAIPQ YNLRRGIALAVPQ YNLRRGIGLAIPQ 2002)
-CRLTP -CRITP -CRLTP
KTSLY- KTSLY- KTSLY- (Leen et al,
519-533 DR4,DQ3 | NLRRGTALAIPQCRL | NLRRGIALAVPQCRI | NLRRGIGLAIPQCRL | 5o~ 1
-TPLSR -TPLSR -TPLSR
RGTAL- RGIAL- RGIGL- (Mautner et
527-541 DR13 AIPQCRLTPLSRLPF AVPQCRITPLSRLPF AIPQCRLTPLSRLPF al. 2004)
-GMAPG -GMAPG -GMAPG ‘
TALAI- TALAV- IGLAI- (Leen et al.
529-543 DR14 PQCRLTPLSRLPFGM | PQCRITPLSRLPFGM | PQCRLTPLSRLPFGM | 1
-APGPG -APGPG -APGPG




DR1,

LPFGM- LPFGM-
544.563 DR3, APGPGPQPGPLRES | |4antisch mit 9s.g | APGPGPQPGPLRES (Leenetal.
DQ2, IVCYFM IVCYFI 2001)
DQS -VFLQT -VFLQT
GPGPQ- GPGPQ- (Paludan et
PGPRESIVCYFMVFL ) ) PGPLRESIVCYFIVFL aludan e
551-570 DR1 QTHI Identisch mit B95.8 QTHI al. 2002)
-FAEVL -FAEGL
DR1,
DR3 E&Z?\%YFMVFLQTH EI(RIEPS(IE\I/D(_ZYFIVFLQTH (Leen etal
554-573 DQ2, \FAE Identisch mit B95.8 \FAE 2001)
DQS5 -VLKDA -GLKDA
DR11, 12, | ESIVC- ESIVC- (Voo et al.
561-573 13 YFMVFLQTHIFAE Identisch mit B95.8 | YFIVFLQTHIFAE 2005)
-VLKDA -GLKDA
DR1, HIFAE- HIFAE- HIFAE-
574-593 DR3, VLKDAIKDLVMT VLKDAIKDLVMT GLKDAIKDLVLP (Leenetal.
DQ2, KPAPTCNI KPAPTCNI KPAPTCNI 2001)
DQ5 -RVTVC -KVTVC -KVTVC
PTCNI- PTCNI-
RVTVCSFDDGVDLPP | KVTVCSFDDGVDLPP . . (Leen et al.
594-613 n.d. WEPPM WEPPM Identisch mit M81 2001)
-VEGAA -VEGAA
LALHG- LALHG- LALHG-
11-30 DRA GQIYHLIVDTDSLG GQTYHLIVDTDSRG GQSYNLIVDTDMSG | (Longetal.
NPSLSV-IPSNP NPSLSV NPSLSV 2005a)
= -IPSNP -IPTNP
SDTPL- SDTPL- SNNPL-
16-65 nd IPLTIFVGENTGVPPP | IPLTIFVGENTGVPPP | IQLQIVVGENGAPAP | (Longetal.
- LPPP PPPP PQPP 2005a)
-PPPPP -PPPPP -PPPPP
TPPTP- TPPTP
EBNA2 206-225 nd LPPATLTVPPRPTR -LPPATLLTVPPRPTR | Keine (Long et al.
- PTTLPP PTTLPP Ubereinstimmung 2005a)
-TPLLT STPLLT
PDSPE- PDSPE- Keine (Long et al.
976-295 DR7,52a, | PRSPTVFYNIPPMPL | PRSPNVFYNIPPMPL | Ubereinstimmung 20052) (Lin et
52b,52c | PPSQL PPSQL . 2008)
-PPPAA -PPPAA :
EPRSP- EPRSP- Keine
280-290 SQZ/DQ TVFYNIPPMPL NVFYNIPPMPL Ubereinstimmung (1';';37';"3 etal.
-PPSQL -PPSQL
SDGDD- SDGDD-
EDLPCIVSRGGP ) . EELPRVVSRDGT (Long et al.
364-383 DR15 KVKRPPIF Identisch mit B95.8 KHRRPPIF 20052)
EBNA3A -IRRLH -LRRLH
GAPFS- GSPFS-
QVADVVRAPGVP . . QVADVARESGVP (Long et al.
649-668 n.d. AMQPQYF Identisch mit B95.8 AMQPQYF 20052)
-DLPLI -DLPLT
DR1, SRGDE- RRGDE-
DR13, NRGWMQRIRRR ) ) NRGWMQRIRRR (Leen et al.
66-80 Das, RRRR Identisch mit B95.8 RRRR 2001)
DQ6 -AALSG -AALSG
PPWLP- PPWLP- PPWEP- )
100-119 DR16 PHDITYPYTARNIR PHDITYPYIARNIR PHDITYPYVARNIR (Landais et al.
EBNA3C DAACRAV DAACRAV DAACQAV 2004)
-KQSHL -KVSMP -KHSHL
LDTQH- LDTQH- LDTQH- (Leen et al.
141-155 DR13 ILCFVMAARQRLQD! | VLCFVMAARQRLQD! | LLCFVMAARQRLODI | o )
-RRGPL -RRGPL -RRGPL
NAPPN- NAPPN- NAPPN-
325-339 ?RBl 080 ENPYHARRGIKEHVI ENPYHARRGIKDHVI | ENPYHARRGIKEQVI (2\8‘12; al.

-QNAFR

-QNAFR

-QKAFL
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DR11, NMEPV- NMEPV-
DR14, QQRPVMFVSRV L QQRPVMFVSRV (Leen et al.
401-415 DQ3, PAKK Identisch mit B95.8 PVRK 2001)
DQ5 -PRKLP -PRTLP
g;{i'a RSGRR- RSGRR- RSGRR- (Leen et al
546-560 DQs. QKRAAPPTVSPSDTG | QKRAAPPTVSPSDTG | QKRAMPPRVSPDAG | o0
' -PPAVG _PPAAG _PPSTR
DQ6
DR1,
DR13, PAAGP- PAAGP- Keine (Leen et al.
586-600 bas PAAGPPAAGPRILA | PAAGPPAAGPPAAG | (o, o | o
| -PLsaG -PRIMA
Das6
gﬁilll, RIMAP- PRDMA- (Leen et al.
626-640 ' PPVVRMFRERQLPQ, | IdentischzuB95.8 | PTVVHMFTRERLLTQ
DQ3, 2001)
_STGRK _STGPA
DQS = =
STGRK- STGRK- STGPA-
649660 o PQCFWEMRAG PQCFWEMRAG PRSFWEMRAG (Leen et al.
REITQ GEITQ RDAPK 2001)
-MQQEP -MQQEP -1QQEP
DVAAQ- GREDL-
PAPQAPYQGYQEP N QATQAPYPGYEEP (Leen et al.
741-760 DRI/DR4 | broonpy Identisch mit B95.8 | prooor 2001)
-QGYQE -VGDYG
ngl QATAE- QATSE- (Leen et al.
961-986 DQs, AQEILSDNSEISVFPK | Identisch mit B95.8 | AQEILSDNSEISVFPK | 0"
bas -DAKQT -DAKQT
(Leen et al.
DR1, .
DRa, YLLEM- YELEI- YLLEK- 2001) (Pati et
130-144 bai LWRLGATIWQL LWRLGATIWQLLAFI | LWRLGATIWQLLAFE | al. 2001)
! LAFE-LAFFL -LAFFL -LAFFL (Thach et al.
DQ3
2001)
LMP1 QATDD- QATDD- QATDD-
SGHESDSNSNE SSHESDSNSNE SGHESDSNSNE (Haigh et al.
212-226 DQOSOL | ceim GRHH GRHH 2008)
-LLVSG -LLVSG LLVIG
GPPLM- DPPSM- GPPSM-
TDGGGGHSHDS TDGGG*del(10aa)* | TDGGG*del(10aa)* | (Leenetal.
340-354 n.d.
GHGG 2001)
_GDPHL -GDPHL -GDPHL
FTASV- FTASV- (Leen et al
149-163 DR1 STWIATGLAISLLL | STWSATGLALSLLL | Identisch mitB95.8 | /& %"
LAAVA LAAVA
DRL,
DR13, AAVAS- AAVAN- (Leen et al.
169-182 bas SSYAAAQRKLLTPV | SSSAAAQRKLLTPV Identisch mitB95.8 | o0
' TVLTA TVLTA
LMP2 DQ6
LQGIY- LQGIY-
224243 | nd. Wamg HLATRRR o ELVELLAYRRR | gentisch mit 895 8 (ZL(fgln) etal.
VCGGI VCGGM
FKSLS- FKSLS-
. . (Leen et al.
385-398 n.d. STEFIPNLFCMLL STEFIPHLFCMLL Identisch mit 895.8 | 5 )
-IVAGI -IVAGI
EECDS- EECDS- (Adhikary et
174-188 DR13 ELEIKRYKNRVASRK | Identisch mit B95.8 | ELDIKRYKNRVASRK
~CRAKF _CRAKF al. 2006)
BeLFL . EVAAA- EVASA- .
207-221 DQBI*04 | SENDRLRLLLKQM | KSSENDRLRLLLKOM | ientisch mitmg1 | (Adhikaryet
02 oPSLD -CPSLD al. 2006)
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GKKHQ- GKKHK-
LDLDFGQLTPHT o LNLDFGLLTPHT (Wallace et
61-81 DRw15 KAVYQPRGA Identisch mit B95.8 KAVYQPRGA al. 1991)
BLLF1 FGGSE FGGSE
QLDLD- KLNLD- .
*
65-79 ngl 131 FGQLTPHTKAVYQPR | Identisch mitB95.8 | FGLLTPHTKAVYQPR g?dzh(;'gasr)y et
-GAFGG _GAFGG :

Gelistet sind Epitope und deren flankierende Regionen, welche als die jeweils fiinf N- und C-ter-
minal angrenzenden Aminos&uren definiert und durch Bindestrich abgegrenzt wurden. Polymor-
phe Aminosauren wurden fettgedruckt und unterstrichen, analog Tabelle 20. Die HLA-Restriktio-
nen der T-Zellen wurde von der Epstein-Barr-Virus T-Zellantigen Database http://rese-
arch4.dfci.harvard.edu/cvc/ebv/ des Dana-Faber Cancer Institute, Boston, USA, Gbernommen.

n.d., HLA Restriktion ist nicht definiert.

4.1.3 Einfluss von Aminosaureaustauschen in EBV-Epitopen auf die
Erkennung durch CD8+ T-Zellen

Aminosaureaustausche in T-Zellepitopen kdénnen die Antigenprozessierung,
MHC-Bindung, oder Erkennung durch den T-Zellrezeptor beeinflussen (Neefjes
et al. 2011; Desai and Kulkarni-Kale 2014). Um den Einfluss von Polymorphismen
in EBV-Epitopen auf die T-Zellerkennung zu untersuchen, wurden fiinf Epitope
ausgewahlt, die in anderen Viren Aminosaureaustausche aufwiesen und gegen
die T-Zellklone zur Verfligung standen. Damit wurde die T-Zellerkennung der ver-
schiedenen Epitopvarianten getestet (siehe Tabelle 22). Die verwendeten T-Zell-
klone erkannten unterschiedliche lytische oder latente Antigene aus B95.8 und
waren aus verschiedenen EBV-positiven Spendern von der Arbeitsgruppe etab-

liert und freundlicherweise zur Verfligung gestellt worden.
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Tabelle 22:

Getestete polymorphe CD8+ T-Zellepitope

EBNA1 BZLF1 BZLF1 LMP2A LMP2A
"HPV" "RAK" "VQT" "IED" "CLG"
HLA- HLA-B*3501 HLA-B*0801 HLA-B*1501 HLA-*B4001 HLA-A*0201
Restriktion
Epitop-
position AA 407-417 AA 190-197 AA 121-129 AA 200-208 AA 426-434
(B95.8)
RRPFF- ASRKC- GDNST- CLTWR- GPVFM
B95.8 HPVGEADYFEY RAKFKQLL VQTAAAVVF IEDPPFNSL CLGGLLTMV
-HQEGG -QHYRE -ACPGA -LFALL AFAVW
RRPFF- ASRKC- GDNST- CLTWR- GPVFM
M81 HPVGDADYFEY RAKFKHLL VQPAAAVVL IEDPPFNSI SLGGLLTMV
-LQEGG -QHYRE -ACPGA -LFALL AGAVW
RRPFF- GDNST-
AG876 HPVAEADYFEY # VQPAAAVVF * *
-HQEGG -ACPGA

strichen.

* wie B95.8 Sequenz; # wie M81 Sequenz

Epitopsequenzen fettgedruckt, Aminosaure (AA) -austausche unter-

Wurden EBNA1-HPV-spezifische CD8+ T Zellen mit HLA-B*3501-exprimierenden
APC kokultiviert, die mit den drei verschiedenen EBNA1-HPV-Epitoppeptidvari-
anten in steigender Konzentrationen beladen worden waren, so flhrte der Ami-
nosaureaustausch von Glutaminsdure zu Aspararaginsaure (E>D) an Position 5
des M81-Epitopes zu einem starken Abfall der T-Zellantwort. Im Gegensatz dazu
hatte der Glycin zu Alanin Austausch an Position 4 des AG876-Epitops keinen Ef-
fekt auf die Erkennung durch den B95.8-Epitop spezifischen T-Zellklon (Abbil-

dung 4).
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Abbildung 4: Erkennung der M81- und AG876-HPV-Epitopvarianten durch B95.8-

epitopspezifische CD8+ T-Zellen.

HLA-B*3501-positive antigenprasentierende Zellen wurden mit den verschiedenen EBNA1-HPV-
Epitopvarianten der EBV-Stamme B95.8, M81 und AG876 beladen. AnschlieBend wurden sie mit
CD8+ T-Zellen kokultiviert, die spezifisch fur das HPV-Epitop des EBNA1-Proteins aus B95.8 wa-

ren. Die IFNy-Sekretion der T-Zellen als MaB der T-Zellerkennung wurde mittels ELISA gemessen.

Um darlber hinaus den Einfluss der Aminosaureaustausche auf endogen expri-
mierte Antigene zu bestimmen, wurden die mit einem Hise-Etikett versehenen
Versionen der verschiedenen £BNAT7-Gene auf Plasmide kloniert und in EBV-ne-
gative DG75-Zellen zusammen mit einem Expressionsplasmid fur HLA-B*3501
transfiziert. Wie im Peptidtitrationsexperiment erkannte dabei der B95.8-spezifi-
sche HPV-T-Zellklon Zellen, die mit den EBNA1-Varianten aus B95.8 und AG876,
jedoch kaum Zellen, die mit der M81-Variante transfiziert worden waren. Um aus-
zuschlieBen, dass diese unterschiedliche Erkennung der Zielzellen auf verminder-
ter Transfektioneffizienz oder Proteinexpression beruhte, wurde Western-Blot-
Analysen der Transfektanten durchgefihrt. Alle drei EBNA1-Proteine zeigten dhn-
liche Expressionsniveaus, sodass vermutlich der E>D Aminosaureaustausch im
Epitop auch fur die verminderte Erkennung der endogen exprimierten EBNA1-

Variante aus M81 verantwortlich war (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Erkennung von Zielzellen durch EBNA1-HPV-spezifische CD8+ T-

Zellen nach endogener Expression verschiedener EBNA1-Varianten.

Die Prasentation von endogenen Antigenen wurde nach Transfektion EBV-negativer DG75-Zellen
mit Expressionsvektoren fiir das HLA-B*3501-Allel sowie jeweils einer der Glycin-Alanin-(GA)-
Repeat-deletierten EBNA1-Varianten der drei Viren (B95.8, M81 und AP876) und Kokultivierung
der transfizierten Zellen mit B95.8-HPV-spezifischen CD8+ T-Zellen getestet. Als Negativkontrolle
dienten DG75-Zellen, die nur mit dem HLA-Gen transfiziert worden waren (APC), wahrend als
Positivkontrolle diese transfizierten Zellen mit B95.8-HPV-Peptid beladen wurden (APC+Peptid).
Die T-Zellantwort wurde mittels eines IFNy-ELISA gemessen. Die Transfektionseffizienz der drei
rekombinanten EBNA1-Proteine wurde mittels Western-Blot erfasst, da die Hiss-Markierung der
rekombinanten Proteine mit einem Hiss-spezifischen Antikdrper nachgewiesen werden konnte (.-

Hiss). Der Nachweis von GAPD diente als Ladekontrolle (a.-GAPDH).
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Ahnliche Versuche wurden fiir das EBV-Protein BZLF1 durchgefiihrt, welches zwei
polymorphe CD8+ T-Zellepitope, VQT und RAK, enthalt, fir die spezifische T-Zell-
klone zur Verfligung standen (Tabelle 22). Um wiederum den Einfluss von Ami-
nosaureaustauschen in den T-Zellepitopen zu untersuchen, wurden im Falle des
BZLF1-VQT-Epitops HLA*B-1501-positive APC mit den verschiedenen Epitopvari-
anten in Peptidform beladen. Dabei erkannten die B95.8-VQT-spezifischen CD8+
T-Zellen lediglich die B95.8-Variante, jedoch nicht die M81- oder AG876-Peptide,
sodass die Aminosaure Threonin an Position drei, welche in M81 und AG876
durch Prolin ersetzt ist, essentiell fur die Erkennung des Epitops durch B95.8-spe-
zifische T-Zellen war (Abbildung 6). Da der Aminosaureaustausch T>P zu einem
vollstandigen Verlust der T-Zellerkennung fihrte, konnte der Einfluss des zusatz-
lichen Polymorphismus an Position neun mit der Substitution von Phenylalanin
durch Leucin (F>L) im M81 Epitop nicht beurteilt werden.

BZLF1
6000 Il VQTB958 ]i ]
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Abbildung 6: Erkennung der M81- und AG876-VQT-Epitopvarianten durch B95.8-

epitopspezifische CD8+ T-Zellen.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit den BZLF1-VQT-Epitopvarianten der EBV-Stamme
B95.8, M81 und AG876 beladen (Peptid) und mit CD8+ T-Zellen abgefragt, welche spezifisch fir
das VQT-Epitop des BZLF1- Proteins von B95.8 waren. Die T-Zellantwort wurde mittels eines IFNy-
ELISA gemessen.
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Im Falle des ebenfalls aus BZLF1 stammenden RAK-Epitops fiihrte ein Austausch
von Glutamin zu Histidin (Q>H) im Epitop aus M81 und AG876 zu einer verstark-
ten Erkennung durch CD8+ T-Zellen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Erkennung der M81-RAK-Epitopvarianten durch B95.8-epitopspezi-
fische CD8+ T-Zellen.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit den BZLF1-RAK-Epitopvarianten der EBV-Stamme
B95.8 und M81 beladen (Peptid) und danach mit CD8+ T-Zellen spezifisch fiir das RAK-Epitop des
BZLF1-Proteins aus B95.8 Uiber Nacht kokultiviert. Die IFNy-Ausschittung der T-Zellen wurde mit-
tels ELISA quantifiziert.

Konsistente Ergebnisse wurden in analogen Experimenten nach endogener Ex-
pression der BZLF1-Varianten aus den drei Virusstammen erhalten. Wahrend
VQT-spezifische T-Zellen lediglich Zielzellen erkannten, die mit BZLF1 aus B95.8
transfiziert worden waren, wurden alle Zielzellen gleichermaBen von den RAK-
spezifischen CD8+ T-Zellen erkannt. Wie in den Peptidtitrationsexperimenten
wurde die M81- und AG876-RAK-Epitopvariante besser als die B95.8-Sequenz er-
kannt (Abbildung 8). Dadurch konnte auch ausgeschlossen werden, dass die feh-
lende Erkennung durch VQT-spezifische T-Zellen auf einem unterschiedlich aus-

gepragten Expressionsniveau der Proteine beruhte.
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Abbildung 8: Erkennung von Zielzellen durch BZLF1-VQT- und BZLF1-RAK-spezi-
fische CD8+ T-Zellen nach endogener Expression verschiedener EBNA1-Varian-

ten.

Die Prasentation von endogenem Antigen wurde nach Transfektion EBV-negativer DG75-Zellen
mit Expressionsvektoren fiir HLA-B*1501 oder HLA-B*0801 sowie jeweils einer BZLF1-Variante der
drei Viren (B95.9, M81, AG876) und anschlieBender Kokultivierung der transfizierten Zellen mit
B95.8-VQT- oder B95.8-RAK-spezifischen CD8+ T-Zellen getestet. Als Negativkontrolle dienten
DG75 Zellen, die nur mit dem entsprechenden HLA-Gen transfiziert worden waren (APC), wahrend
als Positivkontrolle diese Zellen mit dem entsprechenden B95.8-Peptid beladen wurden
(APC+Peptid). Die T-Zellantwort wurde mittels eines IFNy-ELISA gemessen. Die Transfektionseffi-
zienz der drei rekombinanten BZLF1-Proteine wurde mit Hilfe eines gegen das Hise-Etikett am C-
Terminus gerichteten Antikorpers im Western-Blot Gberprift (a-Hiss). Der Nachweis von GAPDH
diente dabei als Ladekontrolle (o.-GAPDH).

Analoge Versuche wurden fiir die beiden polymorphen Epitope IED und CLG des
Proteins LMP2A durchgefihrt, fir die freundlicherweise spezifische CD8+ T-Zell-
klone von der Arbeitsgruppe zur Verfliigung gestellt wurden. Im Vergleich zur

B95.8-Sequenz flhrte der Austausch von Leucin zu Isoleucin (L>I) auf Position
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neun des IED-Epitops in M81 zu einem Abfall der Antwort nach exogener Bela-
dung von Zielzellen mit entsprechenden Peptiden (Abbildung 9), sowie nach en-
dogener Expression der LMP2A-Varianten. Im Gegensatz dazu flihrte der Amino-
saureaustausch Cystein zu Serin (C>S) auf Position eins des CLG-Epitops in M81
zu einer gesteigerten T-Zellerkennung in Peptidtitrationsexperimenten (Abbil-
dung 10), wohingegen die Erkennung nach endogener LMP2A-Expression ver-
mindert war (Abbildung 11). Dieser Abfall der T-Zellantwort basierte nicht auf ei-
ner verminderten Expression der LMP2A-Variante aus M81, denn in Western-
Blots konnte sogar eine im Gegensatz zur B95.8-Variante gesteigerte LMP2A-Ex-
pression in den transfizierten Zellen gezeigt werden. Um zu testen, ob LMP2A aus
M81 ineffizienter prozessiert wird als die B95.8-Variante und/oder ausgepragtere
immunevasive Eigenschaften besaB (Rancan et al. 2015), wurde auch die Prasen-
tation des in beiden Stammen konservierten LLW-Epitops in den transfizierten
Zellen untersucht. Die im Vergleich zur B95.8-Variante bessere Erkennung des
konservierten LLW-Epitops auf Zielzellen, die mit den LMP2A-Variante aus M81
transfiziert worden waren, legte nahe, dass das Protein einer effizienten endoge-
nen Antigenprozessierung unterlag und die verminderte Erkennung des CLG-
Epitops nicht durch eine erhéhte immunevasive Funktion des LMP2A Proteins aus
M81 erklart werden konnte. Die Zusammenschau dieser Ergebnisse wies vielmehr
auf eine verminderte Antigenprozessierung des M81-CLG-Epitops hin. Ob hierzu
der C>S-Austausch an Position eins des Epitops oder der F>G-Austausch in der

C-terminalen flankierenden Region beitrug, mussen weitere Experimente zeigen.

Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse, dass Polymorphismen in T-Zel-
lepitopen unvorhersehbare Auswirkung auf die T-Zellerkennung haben kdnnen.
Daruber hinaus wiesen sie darauf hin, dass Aminosaureaustausche in Epitopen
und/oder direkt flankierenden Regionen maoglicherweise die Antigenprozessie-

rung beeinflussen.
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Abbildung 9: Erkennung der M81-IED-Epitopvarianten durch B95.8-epitopspezi-
fische CD8+ T-Zellen.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit den entsprechenden Peptiden der LMP2A-IED-
Epitopvarianten der EBV-Stamme B95.8 und M81 in abnehmenden Mengen beladen und an-
schlieBend mit CD8+ T-Zellen spezifisch fur das IED-Epitop des LMP2A-Proteins aus B95.8 kokul-
tiviert. Die IFNy-Sekretion der T-Zellen als MaP fiir die Antigenerkennung wurde mittel ELISA ge-

messen.
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Abbildung 10: T-Zellerkennung der LMP2A-CLG-Epitopvarianten aus B95.8 und

M81 nach exogener Beladung von Zielzellen.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit den entsprechenden Peptiden der LMP2A-CLG-
Epitopvarianten der EBV-Stamme B95.8 und M81 in unterschiedlichen Mengen beladen. Nach
Kokultur mit CD8+ T-Zellen, die spezifisch flr das CLG-Epitop des LMP2A Proteins aus B95.8 wa-

ren, wurde die Konzentration an IFNy im Kulturiberstand mittels ELISA bestimmt.
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Abbildung 11: Erkennung der M81- IED, -CLG- und -LLW--Epitopvarianten durch
B95.8-epitopspezifische CD4+ T-Zellen.

Um die Prasentation der endogenen Antigene zu untersuchen, wurden die EBV-negativen DG75-
Zellen mit Expressionsvektoren fir HLA-B*4001 und HLA-A*0201 sowie den LMP2A-Varianten aus
B95.8 oder M81 transfiziert. AnschlieBend wurden die transfizierten Zellen mit B95.8-IED, B95.8-
CLG oder B95.8-LLW-spezifischen CD8+ T-Zellen kokultiviert. Als Negativkontrolle dienten DG75
Zellen, die nur mit den HLA-Genen transfiziert worden waren (APC). Als Positivkontrolle dienten
HLA-transfizierten Zellen, die mit den entsprechenden B95.8-Peptiden beladen worden waren
(APC+Peptid). Als Kontrolle der Effizienz der Antigenprasentation dienten analoge Experimente
mit LMP2A-LLW-spezifischen CD8+ T-Zellen, welche ein in M81 konserviertes LMP2A-Epitop er-
kannten. Die T-Zell-Erkennung wurde mittels eines IFNy-ELISA ermittelt. Die Transfektionseffizienz
der zwei rekombinanten LMP2A-Proteine wurde mittels eines gegen die Hiss-Markierung der Pro-
teine gerichteten Antikorpers Uberprift (a-Hiss). Der Nachweis von Tubulin diente als Ladekon-

trolle (a-tubulin).
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4.1.4 Einfluss von Aminosaureaustauschen in T-Zellepitopen auf die

Erkennung durch CD4+ T-Zellen

Analoge Experimente wurden mit CD4+ T-Zellklonen durchgefiihrt, welche spe-
zifisch fur vier verschiedene polymorphe Epitope der Proteine EBNAT1 und
EBNA3C des B95.8-Stammes waren (Tabelle 23). In allen vier Fallen fihrten Poly-
morphismen in den Epitopvarianten der Stamme M81 und AG876 zu Verande-
rungen der CD4+ T-Zellerkennung im Rahmen von Peptidtitrationsexperimenten.
So waren die T-Zellantworten gegen die Epitoppeptide IAE (Abbildung 12) und
AIP (Abbildung 13) aus EBNAT1 sowie ENP aus EBNA3C (Abbildung 15) der
Stamme M81 und AG876 gegenliber den B95.8 Varianten statistisch signifikant
erhoht, wahrend die T-Zellerkennung des EBNA1-KTS-Epitops aus M81 gegen-
uber dem aus AG876 und B95.8 vermindert war (Abbildung 14).

Tabelle 23: Getestete polymorphe CD4+ T-Zell-Epitope

EBNA1 EBNA1 EBNA1 EBNA3C
llIAEll llAIPll n KTSll n ENPll
HLA DQB1*0402 DRB1*1301 DRB1*1101 DRB1*0801
Epitop-
position | AA 481-500 AA 527-541 AA 514-528 AA 325-339
(B95.8)
PKFEN RGTAL VYGGS NAPPN
IAEGLRALLAR- c . KTSLYNLRRGTA-  ENPYHARR-
B95.8 SHVE AIPQCRLTPLSRLPF LAI GIKEHVI
GMAPG
RTTDE PQCRL QNAFR
PKFEN RGIAL VYGGS NAPPN
IAEGLRVLLAR- - KTSLYNLRRGI- ENPYHARR-
M81 SHVE AVPQCRITPLSRLPF ALAV GIKDHVI
GMAPG = =
RTTEE PQCRI QNAFR
QKFEN VYGGS NAPPN
IAEGLRLL- . KTSLYNLRR- ENPYHARR-
AG876 LARCHVE GIGLAI GIKEQVI
RTTED PQCRL QKAFL
* wie B95.8; Epitope fettgedruckt, Aminosaure (AA) -austausche unterstrichen
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Abbildung 12: Erkennung der M81- und AG876-IAE-Epitopvarianten durch B95.8-
epitopspezifische CD4+ T-Zellen.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen der entsprechenden Peptide
der EBNA1-IAE-Epitopvarianten der EBV-Stamme B95.8, M81 und AG876 beladen und anschlie-
Bend mit CD4+ T-Zellen kokultiviert, die spezifisch fiir das IAE-Epitop des EBNA1-Proteins von
B95.8 waren. Die IFNy-Sekretion der T-Zellen als MaB der Antigenerkennung wurde einen Tag

spater mittels-ELISA bestimmt.
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Abbildung 13: Erkennung der M81-AIP-Epitopvarianten durch B95.8-epitopspe-
zifische CD4+ T-Zellen.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen der entsprechenden Peptide
der EBNA1-AIP-Epitopvarianten der EBV-Stamme B95.8 und M81 exogen beladen. Anschlie3end
wurden die Zielzellen Gber Nacht mit CD4+ T-Zellen kokultiviert, die spezifisch fiir das AIP-Epitop
des EBNAT-Proteins aus B95.8 waren. Am nachsten Tag wurde die IFNy-Konzentration im Kultur-

Uberstand mittels ELISA ermittelt.
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Abbildung 14: Erkennung der M81- und AG876-KTS-Epitopvarianten durch
B95.8-epitopspezifische CD4+ T-Zellen.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen der entsprechenden Peptide
der EBNA1-KTS-Epitopvarianten aus den EBV-Stammen B95.8, M81 und AG876 beladen und an-
schlieBend mit CD4+ T-Zellen kokultiviert, die spezifisch fir das EBNA1-KTS-Epitop aus B95.8 wa-
ren. Die Menge an ausgeschittetem IFNy wurde 20 h spater mittels ELISA ermittelt.
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Abbildung 15: Erkennung der M81- und AG876-ENP-Epitopvarianten durch
B95.8-epitopspezifische CD4+ T-Zellen.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit unterschiedlichen Mengen an Peptiden beladen, die
den verschiedenen EBNA3C-ENP-Epitopvarianten der EBV-Stamme B95.8, M81 und AG876 ent-
sprachen. Danach wurden die Zellen mit CD4+ T-Zellen kokultiviert, die spezifisch fiir das ENP-
Epitop des EBNA3C-Proteins aus B95.8 waren. Am nachsten Tag wurde die IFNy-Konzentration im
KulturGiberstand mittels ELISA ermittelt.
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In den oben gezeigten Peptidtitrationsexperimenten wurde der Einfluss von Po-
lymorphismen in den flankierenden Regionen auf die Antigenprozessierung und
-prasentation nicht erfasst, da die verwendeten Peptide keine flankierenden Se-
quenzen enthielten. Somit stellte sich auch hier die Frage, ob angrenzende Ami-
nosauresequenzen die Prozessierung und Prasentation des Epitops beeinflussen
kdnnen. Um dies zu untersuchen, wurden die EBNA3C-Varianten der drei EBV
Stamme als Volllangenproteine rekombinant exprimiert, auf APC titriert und an-
schlieBend die Erkennung durch ENP-Epitop-spezifische CD4+ T-Zellen abgefragt
(Abbildung 16A). Als Kontrolle der titrierten Proteinmengen diente ein EBNA3C-
SDD-spezifischer CD4+ T-Zellklon, der ein in allen drei Stammen konserviertes
Epitop einschlieBlich der flankierenden Regionen erkannte (Abbildung 16B). Trotz
einer im Vergleich zu B95.8 besseren Erkennung der EBNA3C-ENP-Epitope aus
M81 und AG876 in Peptidtitrationsexperimenten, war die Erkennung des AG876-
Volllangenproteins im Vergleich zur B95.8-Variante vermindert. Im Gegensatz zu
M81 wies die AG876-Variante zusatzlich zwei weitere Aminosaureaustausche in
den flankierenden Regionen auf (Abbildung 16
Abbildung 16). Wie bei CD8+ T-Zellepitopen konnten demnach Polymorphismen
innerhalb des Epitops oder in den flankierenden Regionen Einfluss auf die T-Zel-

lerkennung haben.
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Abbildung 16: Erkennung von Zielzellen durch EBNA3C-ENP- (A) und EBNA3C-

SDD (B) spezifischen CD4+ T-Zellen nach exogener Beladung verschiedener
EBNA3C-Varianten.

Antigenprasentierende Zellen wurden mit steigenden Mengen der rekombinant hergestellten und
aufgereinigten EBNA3C-Proteinvarianten der EBV-Stamme B95.8, M81 und AG876 fir 24 h bela-
den. AnschlieBend wurden die Zellen mit CD4+ T-Zellen kokultiviert, die (A) spezifisch fir das
ENP-Epitop des EBNA3C-Proteins aus B95.8 waren, oder (B) das in allen drei Virusstdmmen kon-
servierte SDD-Epitop des EBNA3C-Proteins erkannten. Die IFNy-Ausschiittung der T-Zellen wurde

mittels ELISA gemessen.
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4.2 Kreuzreaktivitiat von B95.8-LCL- und M81-LCL-stimulierten T-

Zelllinien

Durch die hohe Rate an Polymorphismen in T-Zellepitopen und die dadurch oft-
mals bedingte verminderte T-Zellerkennung stellte sich die Frage, wie wirksam T-
Zelllinien, die durch Stimulation mit einem bestimmten Virusstamm generiert
worden waren, gegen andere Virusstamme waren. Analog der Herstellung fir den
klinischen Einsatz wurden deshalb T-Zelllinien durch wiederholte Stimulation mit
autologen LCL generiert. Die dabei verwendeten LCL wurden durch Infektion von
B-Zellen des peripheren Bluts mit B95.8- oder M81-Virus generiert und in An-
oder Abwesenheit von Acyclovir kultiviert. Von drei EBV-positiven, gesunden, frei-
willigen Spendern wurden parallel T-Zelllinien durch wiederholte Stimulation mit
den jeweils zwei autologen Stimulatorzelllinien etabliert, phanotypisch charakte-
risiert und die Erkennung der verwendeten Stimulator-LCL sowie der mit dem je-

weils anderen Virusstamm infizierten LCL untersucht.

4.2.1 B95.8-LCL- versus M81-LCL- stimulierte T-Zelllinien wiesen keine

phéanotypischen Unterschiede auf.

T-Zelllinien, deren Stimulation mit B95.8- oder M81-transformierten LCL erfolgte,
welche in Medium mit oder ohne Acyclovir kultiviert worden waren, wurden durch
durchflusszytometrische Analysen auf die Expression typischer Oberflaichenmar-
ker hin charakterisiert. In mehreren unabhangigen Versuchen wurde die Expres-
sion von CD3, CD4, CD8, CD27, CD28, CCR7, CD62L, CD45RA, CD45R0O, CD56,
CD19 und y8-T-Zellrezeptor (y5-TCR) fur alle Linien bestimmt. Im Durchschnitt
waren 97% der Zellen CD3+ und demnach T-Zellen, 17% davon CD4+ und 61%
CD8+. Nur wenige NK-Zellen (0,3%) und y8T-Zellen (6,0%) oder B-Zellen (0,3%
CD19+) wurden detektiert. 98% der Zellen waren CD45RO+, 15% davon CD62L+
und 0,4% CCR7+. Dies deutete darauf hin, dass es sich mehrheitlich um Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen handelte. Dartber hinaus exprimierten 71% der Zellen CD28,
wahrend nur 30% CD27 exprimierten. Obwohl T-Zelllinien nach mehreren Stimu-

lationsrunden immer noch ein sehr heterogenes T-Zellgemisch darstellen und die
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phanotypischen Merkmale entsprechend variieren konnten, wurden zwischen

den verschiedenen T-Zelllinien keine signifikanten phanotypischen Unterschiede

festgestellt. Eine Ubersicht der phanotypischen Marker aller in dieser Arbeit etab-

lierten T-Zelllinien findet sich in Tabelle 24.

Tabelle 24: Phanotypische Profile der etablierten T-Zelllinien.

Spender #1 Spender #2 Spender #3
LCL-B95.8 LCL-M81 LCL-B95.8 LCL-M81 LCL-B95.8 LCL-M81
Acyclovir - + - + - + - + - + - +
97.0 98.6 90.9 98.6 88.2 98.9 93.1 99.3 97.8 99.9 99.8 98.7
CD3+
+23 + 04 +3.8 +1.3 + 8.0 +0.8 + 6.8 + 04 + 1.7 +0.1 +0.1 +0.7
CD4+ 26.8 133 39.5 4.4 4.1 12.8 4.3 9.2 19.5 54.2 6.6 6.6
CD8- +74 +6.3 + 3.1 + 1.6 + 4.6 + 6.6 +33 +4.6 + 3.1 +21.7 +0.7 +04
CD8+ 424 63.7 28.8 82.8 57.3 69.7 65.0 723 72.7 32.8 64.0 84.6
CD4- + 6.4 +03 +23 +10.7 +16.4 +74 +19.2 | £11.9 + 1.7 +21.5 + 14.0 +52
CD4+ 4.3 74 17.2 4.3 29 113 1.1 6.8 33 11.2 17.2 2.3
CD8+ +1.1 + 3.6 +11.1 +1.9 +3.6 +49 +04 +37 +1.2 +83 + 134 +14
CD4- 26.6 5.6 14.6 8.4 35.8 6.3 29.6 11.7 4.6 1.8 12.2 6.5
CD8- + 0.1 +04 + 119 +7.2 +24.5 + 4.1 +16.8 +3.6 +03 + 0.9 +14 + 3.8
CD3- 04 0.3 0.0 0.1 04 0.5 04 03 0.3 0.0 0.2 0.5
CD56+ +0.2 +0.2 +0.0 +0.0 +0.2 +0.0 +0.1 +0.1 +0.2 +0.0 + 0.1 +0.2
1.7 1.2 0.5 34 11.4 4.8 4.6 4.3 6.3 3.8 18.2 11.1
YSTCR+
+04 +0.2 +0.3 + 1.5 + 64 + 2.1 +24 +1.7 +1.6 +24 +28 + 109
0.1 0.7 0.1 29.4 0.1 0.8 0.1 0.2 1.1 0.6 6.9 1.1
CD45RA+
+0.0 + 0.1 + 0.1 +29.2 +0.2 + 06 +0.1 +0.1 +0.0 +04 +6.6 +04
98.2 99.3 98.2 96.4 95.4 99.7 96.4 994 98.7 97.9 98.7 99.6
CD45RO+
+14 + 0.6 +1.6 + 3.6 + 2.1 +0.3 +23 + 0.5 +13 + 1.5 +0.3 +0.3
35.0 16.9 329 37.7 15 93 2.0 4.5 5.9 6.9 17.8 6.6
CD62L+
+11.8 | +13.8 +3.6 + 105 + 1.1 +6.9 + 0.6 +23 +1.1 +3.8 + 0.0 +39
0.2 0.1 0.5 0.2 0.1 0.2 0.2 0.1 0.2 03 0.8 2.4
CCR7+
+0.0 +0.0 +03 +0.1 +0.0 +0.0 +0.0 +0.0 +0.1 + 0.1 +05 +29
493 38.8 68.3 46.3 11.4 14.3 304 14.0 316 304 11.0 15.3
CD27+
+ 10.6 +7.8 +42 +16.2 +84 +123 | £17.2 + 2.5 + 8.1 +7.7 +6.8 +53
80.2 55.1 90.2 70.0 76.5 935 56.3 64.6 59.7 87.1 63.3 61.2
CD28+
+144 | £317 + 8.9 +58 +12.8 +04 +15.6 | £15.0 +99 + 37 +11.2 +20.9
0.1 0.4 0.0 0.1 0.1 0.1 0.3 0.9 03 1.0
CD19+ n.a n.a
+ 0.0 + 0.0 + 0.0 +0.0 +0.0 + 0.0 +0.0 + 0.0 + 0.0 +0.0
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4.2.2 B95.8-LCL- und M81-LCL-stimulierte T-Zelllinien sind kreuzreaktiv

B95.8- oder M81-LCL-stimulierten T-Zelllinien wurden alle zwei Wochen mit den
entsprechenden LCL stimuliert, welche entweder ohne oder mit Acyclovir-Zusatz
—entsprechend klinischer Herstellungsprotokolle- kultiviert worden waren. An Tag
neun nach der vierten Stimulationsrunde wurden die vier verschiedenen T-Zellli-
nien von jeweils drei Spendern mittels eines calcein release-Assays auf Zytotoxi-
zitat und Kreuzreaktivitat hin getestet. Alle T-Zelllinien wurden drei Mal in unab-
hangigen Versuchen etabliert und getestet. Als Zielzellen wurden B95.8-LCL,
M81-LCL oder als Negativkontrolle EBV-negative PHA-Blasten eingesetzt. Bei der
Erkennung der mit den verschiedenen EBV-Stammen infizierten Zielzellen zeigten
die T-Zelllinien aller drei Spender, die mit unbehandelten LCL stimuliert worden
waren, ein hohes MaB3 an Kreuzreaktivitat gegenuber Zielzellen, die mit dem je-

weils anderen Virusstamm infiziert waren (Abbildung 17).

4.2.3 Acyclovir-Vorbehandlung der Stimulatorzellen kann die

Kreuzreaktivitdat vermindern

Wurden die Stimulationszellen wahrend des gesamten Zeitraums mit Acyclovir
behandelt, kam es zu Abweichungen in der Erkennung der Zielzellen. So zeigten
die in Anwesenheit von Acyclovir mit B95.8-LCL stimulierten T-Zelllinien von
Spender 1 wenig Erkennung der M81-LCL. Acyclovir hemmt bekanntlich die lyti-
sche Replikation und damit die Expression der spaten lytischen Antigene, welche
die immundominanten CD4+ T-Zell-Antigene darstellen (Adhikary et al., 2007).
Beide T-Zelllinien von Spender 2 reagierten auch gegen die EBV-negativen PHA-
Blasten, was auf eine Reaktivitat der T-Zellen gegen zelluldre Autoantigene hin-
wies. Nur die T-Zelllinien von Spender 3 zeigten keine Unterschiede in der Erken-
nung der Zielzellen, unabhangig davon, ob sie durch Stimulation mit Acyclovir-

behandelten oder unbehandelten LCL generiert worden waren.
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Diese Ergebnisse implizierten, dass LCL-stimulierte T-Zelllinien gegen nicht-poly-
morphe Antigene gerichtet sind und deshalb protektiv gegen andere Vi-
russtamme wirken kénnen. Die Acyclovirbehandlung der Stimulatorzelllinien, wie
fur den klinischen Einsatz durchgefiihrt, kann die Spezifitat der Linien verandern
und so einen Verlust der Kreuzreaktivitat gegenuber anderen EBV-Stammen oder

eine Zunahme der Autoreaktivitat bewirken.
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Abbildung 17: Lytische Aktivitat von LCL-stimulierten T-Zelllinien gegentber au-

tologen Zielzellen, die mit einem anderen Virusstamm infiziert worden waren.

Von drei EBV-positiven Spendern wurden durch wiederholte Stimulation mit autologen LCL, die
durch Infektion von peripheren mononuklearen Blutzellen mit B95.8 oder M81 generiert und in
An- (+ACV) oder Abwesenheit von Acyclovir kultiviert worden waren, virusspezifische T-Zelllinien
etabliert. AnschlieBend wurde die lytische Aktivitat der Zellen gegeniiber verschiedenen autolo-
gen Zielzellen getestet. Dazu wurden die Zielzellen mit Calcein geférbt und im Verhaltnis 1:3, 1:10
oder 1:30 mit den verschiedenen T-Zelllinien kokultiviert. Die Freisetzung von Calcein wurde mit-
tels Fluoreszenzintensitatsmessung berechnet und damit der Anteil der spezifisch lysierten von

den urspriinglichen Zielzellen erfasst.
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5 Diskussions

5.1 Sequenzunterschiede zwischen den untersuchten EBV-Stammen

Obwohl die Sequenzheterogenitat verschiedener EBV-Isolate aus diversen geo-
graphischen Regionen bekannt war, blieb die Auswirkung auf die Wirksamkeit
von Impfungen und immuntherapeutischen Ansatzen, welche hauptsachlich auf
Antigenen des Laborstammes B95.8 basieren, bislang unbekannt. In dieser Arbeit
wurden die Proteinsequenzen der Stamme B95.8 aus den USA, M81 aus Asien
und AG876 aus Afrika verglichen und die Auswirkungen der Sequenzunterschiede

auf die T-Zellerkennung untersucht.

Im Einklang mit bisher publizierten Studien (Tsai et al. 2013; Kwok et al. 2014),
unterschieden sich die in der eigenen Arbeit analysierten Proteome von M81, so-
wie anderer aus Nasopharynxkarzinomen isolierter EBV-Stamme, von B95.8 in
etwa 1,2%. Die in der eigenen Arbeit detektierte Sequenzabweichung von ca.
3,2% zwischen M81 und dem Typ 2-Stamm AG876 war erheblich héher aufgrund
der bereits bekannten Divergenz in EBNA2- und den EBNA3-Proteinen. Abgese-
hen davon weichte M81 in ahnlichem MaBe von den beiden aus B-Zellen isolier-
ten Stammen B95.8 und AG876 ab. Diese Sequenzunterschiede spiegelten ver-
mutlich den unterschiedlichen Phanotyp und Tropismus von M81 oder die geo-
grafisch bedingten, genetischen Merkmale des asiatischen Patienten, aus dem

M81 isoliert wurde, wider.

Die Untersuchung der Sequenzunterschiede in den publizierten T-Zellepitopen
ergab, dass tUber 50% der CD4+ und fast 40% der CD8+ T-Zellepitope und/oder
flankierende Regionen in M81 sich vom Referenzstamm B95.8 unterschieden.

Wurden die beiden Typ 1-Stamme B95.8 und M81 mit dem Typ 2-Stamm AG876

6 Bis auf Absatz 5.3 Ubersetzt Gbernommen aus Cirac, A, Stitzle, S., Dieckmeyer, M. et al. Cancer
Immunol Immunother (2018) 67: 663-674. https://doi.org/10.1007/s00262-018-2118-z
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verglichen, so waren die Abweichungen noch ausgepragter. Mehr als 70% aller
CD4+ und Uber 40% aller CD8+ T-Zell-Epitope einschlieBlich flankierender Regi-

onen wiesen mindestens einen Polymorphismus auf.

5.2 Einfluss der Sequenzunterschiede auf die T-Zell-Erkennung

Aminosaureaustausche in den Epitopen oder deren flankierenden Regionen kon-
nen die T-Zellerkennung auf unterschiedliche Weise beeinflussen. Im Falle von
CD8+ T-Zellepitopen kdnnen solche Polymorphismen Auswirkungen auf die An-
tigenprozessierung, den Transport von Antigenen ins endoplasmatische Retiku-
lum (ER) mittels Antigenpeptidtransporter (TAP), das Trimmen der Peptide durch
die endoplasmatische Reticulum Aminopeptidase 1 (ERAP1) sowie die Bindungs-
affinitat zu MHC-Klasse-I-Molekilen und dem T-Zellrezeptor haben (Lazaro,
Gamarra, and Del Val 2015; Fruci et al. 2003; Chang et al. 2005; Trujillo et al. 2014;
Edwards and Evavold 2011; Ossendorp et al. 1996). Ebenso kdnnen Aminosaure-
austausche in und um CD4+ T-Zellepitope die Antigenprozessierung, die Bindung
an MHC-Klasse-II-Molektile und die Erkennung durch den T-Zellrezeptor beein-
flussen (Hastings 2013; Rossjohn et al. 2015; Neefjes and Ovaa 2013). Dariiber
hinaus kdnnen C-terminal flankierende Regionen die Affinitat der T-Zellrezeptor-
bindung verandern (Cole et al. 2012). Um diese vielfaltigen, mdglichen Effekte zu
berticksichtigen, wurden im Rahmen dieser Arbeit neben Peptidtitrationen auch
Versuche mit gesamten Proteinen, welche exogen auf Zielzellen beladen oder en-
dogen von APC exprimiert wurden, durchgefihrt. Als APC diente die EBV-nega-
tive Burkitt Lymphom-Zelllinie DG75, welche entsprechend mit dem zu testenden
Antigen beladen bzw. transfiziert wurde. Ein direkter Vergleich der T-Zellerken-
nung von LCL, die mit B95.8, M81 oder AG876 infiziert waren, war aufgrund von
Unterschieden in der Rate der spontanen lytischen Replikation und dadurch der
Expression von lytischen Antigenen nicht mdglich (Tsai et al. 2013). Zudem expri-

mierten sie polymorphe Varianten viraler Proteine mit immunmodulatorischen
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Funktionen, welche die Antigenprasentation und die Expression kostimulatori-
scher Molekiile beeinflussen und somit die Ergebnisse der T-Zell-Erkennung ver-

falschen konnten (Brooks et al. 2009; Rancan et al. 2015).

5.2.1 Aminosdureaustausche in Epitopen konnen die CD8+ T-
Zellerkennung beeinflussen

Die im Ergebnisteil beschriebenen Versuche zeigten, dass Polymorphismen in T-
Zellepitopen des EBV oder deren direkt flankierenden Regionen die T-Zellerken-
nung in verschiedener und unvorhersehbarer Weise beeinflussen kdnnen. So
fihrten manche Aminosdureaustausche zu einer verstarkten (e.g. BZLF1-RAK,
B95.8 versus M81), aquivalenten (e.g. EBNA1-HPV, B95.8 versus AG876), vermin-
derten (EBNA1-HPV, B95.8 versus M81), oder zu einem kompletten Verlust der T-
Zellerkennung (BZLF1-VQT, B95.8 versus M81 and AG876). In vielen Fallen wurde
eine erheblich hohere Konzentration der polymorphen Peptidvariante zu einer zu
B95.8-aquivalenten T-Zellaktivierung benétigt. Daraus lie3 sich schlieBen, dass
Polymorphismen im klinischen Setting zu einem Verlust einer effektiven Erken-
nung der mit einer abweichenden Virusvariante infizierter Zielzellen fiihren konn-
ten, insbesondere dann, wenn die Erkennung von LCL, welche das entsprechende
Antigen exprimieren, nicht sehr ausgepragt ist. In einigen Fallen konnten Amino-
saureaustausche in Peptidregionen, welche fir die Interaktion mit dem T-Zellre-
zeptor von groBer Bedeutung waren, gefunden werden (Rossjohn et al. 2015). Bis
zum Abschluss dieser Arbeit waren keine Programme verfligbar, welche in kon-
kreten Fallen die Auswirkungen solcher Polymorphismen auf die T-Zellrezeptoraf-
finitat hatten vorhersagen kdnnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass in
Fallen, in denen die Aminosaureaustausche bekannte Ankeraminosauren der
CD8+ T-Zellepitope betreffen, die Auswirkungen auf die T-Zellerkennung nicht
systematisch vorhergesagt werden kdnnen, sondern diese stets immunologisch

verifiziert werden sollten. So ist in der Literatur beschrieben, dass das HLA-
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B*4001-Allel die Aminosauren Leucin (L), Isoleucin (I) und Valin (V)als C-Terminus
des Peptids bevorzugt (Hillen et al. 2008). Daher war im Falle des Aminosaureaus-
tausches L>I des in dieser Arbeit untersuchten “IED"-Epitops des Stammes M81
kein groBer Effekt auf die T-Zell-Erkennung zu erwarten. Allerdings zeigte sich in
den vorliegenden Versuchen, dass eine in etwa 16-fach héhere Konzentration des
M81-Peptids ndtig war, um das gleiche Niveau der T-Zellaktivierung zu erzielen
wie durch die B95.8- Peptidvariante. Ebenso wurden Zielzellen, welche das
LMP2A-Protein aus M81 exprimierten, kaum durch die IED-spezifischen CD8+ T-
Zellen erkannt. Diese Ergebnisse waren vereinbar mit Studien, welche zeigten,
dass T-Zellrezeptoren zwischen Peptiden, die sich in einer Ankeraminosaure un-
terschieden, differenzieren konnten (Madura et al. 2015). Dariiber hinaus zeigten
die gegensatzlichen Ergebnisse der T-Zellerkennung des CLG-Epitops nach Pep-
tidbeladung verglichen mit endogener Expression des Volllangenproteins, dass
einzelne Aminosaureaustausche auch Auswirkungen auf die Antigenprozessie-
rung und -prasentation haben kénnen, die im Rahmen einer Peptidtitrationen
nicht erfasst werden. Dies lasst den Schluss zu, dass Peptidtitrationen - wie bisher
in der Literatur Ublich - nicht ausreichen, um den Effekt von Aminosaureaustau-
schen in Epitopen auf die T-Zellerkennung abschlieBend beurteilen zu kénnen.
Vielmehr sollten diese Untersuchungen stets durch Experimente erganzt werden,

welche die Prozessierung des Antigens miteinschlieBen.

5.2.2 Aminosaureaustausche in Epitopen und/oder flankierenden
Regionen haben Einfluss auf die CD4+ T-Zellerkennung

Im Falle der CD4+ T-Zellepitope kam es bei allen Peptidtitrationsversuchen zu
Unterschieden in der Erkennung der polymorphen Epitopvarianten. Wahrend
EBNA-KTS aus M81 und AG876 schlechter als die B95.8-Variante erkannt wurde,
wurden die EBNAT-IAE-, EBNAT-AIP- und EBNA3C-ENP-Epitopvarianten aus M81

und AG876 besser erkannt als die jeweiligen Epitope aus B95.8.
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Ahnlich wie bei der CD8+ T-Zell-Erkennung wurden auch mit CD4+ T-Zellen un-
terschiedliche Ergebnisse nach Inkubation von Zielzellen mit EBNA3C-Peptid ver-
sus Volllangenprotein erhalten. Diese Unterschiede deuteten ebenfalls darauf
hin, dass einzelne Aminosaureaustausche Auswirkungen auf die Antigenprozes-
sierung und -prasentation auf MHC-II haben kénnen. In diesem Fall wurde die
Abweichung in der Erkennung durch einen Polymorphismus in der flankierenden
Region bedingt, sodass mdglicherweise die Proteinprozessierung, z.B. durch Ver-
lust einer Schnittstelle einer Protease, beeintrachtigt wurde. Alternativ konnten
die Polymorphismen in der C-terminal flankierenden Region auch Auswirkungen
auf die T-Zellrezeptorbindung gehabt haben (Cole et al. 2012; Hastings 2013; van
Kasteren and Overkleeft 2014). Welche dieser Moglichkeiten flr die verminderte
T-Zellerkennung im Falle des EBNA3C-Volllangenproteins aus AG876 verantwort-

lich war, miissen weitere Experimente klaren.

5.2.3 Die Erkennung verschiedener Epitopvarianten wird vermutlich
durch den EBV-Stamm beeinflusst, mit dem der T-Zellspender
infiziert ist

Unerwarteterweise wurden die EBNA1-IAE-Epitopvarianten aus M81 und AG876

deutlich besser erkannt als das entsprechende B95.8-Peptid. Dies war erstaunlich,

da der verwendete CD4+ T-Zellklon aus PBMC eines gesunden europaischen Vi-

rustragers durch wiederholte Stimulation mit rekombinanten EBNA1-Protein aus

B95.8, dem in westlichen Landern vermutlich am weitesten verbreitete EBV-

Stamm, etabliert worden war (Mautner et al. 2004). Aufgrund der beschriebenen

Effekte von Polymorphismen auf die T-Zellerkennung wurde das £FBNA7-Gen des

besagten Spenders sequenziert. Interessanterweise unterschied sich die IAE-

Epitopsequenz dieses Virusstamms (QKFEN-IAEGLRTLLARCHVE-RTTDE) von der

der drei untersuchten EBV-Stamme. Zielzellen, welche mit dieser Peptidvariante
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beladen worden waren, wurden bereits bei geringeren Peptidkonzentrationen

von den T-Zellen erkannt als die anderen Epitopvarianten.

Die unterschiedliche Erkennung von Epitopvarianten kdnnte demnach davon ab-
hangig gewesen sein, mit welchem Virusstamm die T-Zellspender infiziert waren,
und damit eine Erklarung fiir die beobachtete, bessere Erkennung mancher
Epitopvarianten aus M81 oder AG876 (z.B. BZLF1-RAK) liefern. Sequenzunter-
schiede zwischen dem in der Regel zur T-Zellstimulation verwendeten B95.8-
Stamms und den Virusstammen, mit denen die T-Zell-Spender infiziert sind,
kdnnten auch daflir verantwortlich sein, dass verschiedene T-Zell-Klone gleicher
Spezifitat aber von verschiedenen Spendern z.T. unterschiedliche Affinitaten auf-

weisen (Long et al. 2005b; Mautner et al. 2004; Haigh et al. 2008).

53 LCL-stimulierte T-Zelllinien erkennen Zielzellen, die mit
unterschiedlichen Virusstammen infiziert sind

In den letzten Jahren widmeten sich viele Studien dem adoptiven T-Zelltransfer
als therapeutische Option fir immungeschwachten Patienten bei therapierefrak-
taren viralen Infektionen (z.B. EBV, Cytomegalievirus (CMV) oder Adenovirus). Be-
vor epitopbasierte Selektionsverfahren eingefiihrt wurden, konzentrierten sich
die Protokolle auf die /n vitro-Selektion und -Expansion von EBV-spezifischen T-
Zelllinien mithilfe von autologen LCL, die durch Infektion von B-Zellen mit B95.8-
Virus generiert worden waren. T-Zelllinien bieten gegenliber T-Zellklonen zum
einen den Vorteil, dass sie schneller verfligbar sind, was bei der oft raschen Pro-
gression EBV-assoziierter Erkrankungen von Wichtigkeit ist. Zum anderen umfas-
sen sie ein breites Spektrum an virusspezifischen T-Zellen. In manchen Studien
wurden sogar erfolgreich polyklonale T-Zelllinien gegen mehrere Viren generiert
und eingesetzt (CMV, EBV und Adenovirus) (Leen et al. 2006). Angesichts der gut
dokumentierten genetischen Heterogenitat von EBV und der in der eigenen Ar-

beit beschriebenen Konsequenzen fiir die T-Zellerkennung bietet ein breites T-
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Zellrepertoire womaglich den Vorteil, dass genliigend nicht-polymorphe Epitope
von den transferierten T-Zelllinien erkannt und somit antivirale Immunantworten
gegen verschiedene Virusstamme etabliert werden kénnen. Dies wird auch durch
die groBen klinischen Erfolge bestatigt, die bei der Behandlung der PTLD mit
B95.8-LCL-stimulierten T-Zelllinien erzielt wurden (Gottschalk and Rooney 2015;

Heslop and Rooney 1997; Rooney et al. 1998).

Die Ergebnisse der Versuche zur Kreuzreaktivitat bestatigten diese Vermutung
ebenfalls. T-Zelllinien, die durch Stimulation mit autologen B95.8-LCL oder M81-
LCL generiert worden waren, erkannten LCL, die den jeweils anderen Virusstamm
trugen. Somit mussten die LCL-stimulierten T-Zelllinien zumindest zum Teil ge-
gen Antigene gerichtet sein, die von beiden LCL prasentiert wurden. Vermutlich
handelte es sich hierbei um nicht-polymorphe Epitope oder um Epitope, in denen
die vorhandenen Aminosaureaustausche die T-Zellerkennung nicht beeintrach-
tigten. Allerdings kam es tendenziell zu einer Abnahme der Kreuzreaktivitat, wenn
die T-Zelllinien durch Stimulation mit Acyclovir-behandelten LCL generiert wur-
den. Acyclovir unterdriickt bekanntlich die Expression der spaten lytischen Anti-
gene, welche die immundominanten Zielstrukturen der virusspezifischen CD4+ T-
Zellantwort darstellen (Adhikary 2006, 2007, 2008) und nur geringe Sequenzvari-
abilitat aufweisen. Durch den Verlust dieser Antigene war die T-Zellantwort
hauptsachlich gegen frihe lytische und Latenzantigene gerichtet, die ein hoheres
Maf3 an Sequenzunterschieden zwischen den Stammen aufwiesen. Zudem schie-
nen die Linien T-Zellen zu enthalten, die gegen Autoantigene gerichtet waren. So
wurden z.T. auch PHA-Blasten erkannt, obwohl diese keine viralen Antigene ex-
primierten. Ahnliche Ergebnisse wurden auch erhalten, wenn T-Zellen mit LCL sti-

muliert wurden, die in Folge einer genetischen Manipulation des Virus keine lyti-
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schen Antigene exprimieren konnten (Adhikary et al., 2007; Long et al., 2005). Un-
ter diesen Stimulationsbedingungen waren die erhaltenen T-Zelllinien, insbeson-

dere die CD4+ Subpopulation, vornehmlich gegen Autoantigene gerichtet.

Dennoch scheinen die GVHD oder Autoimmunphanomene nach Infusion LCL-sti-
mulierter T-Zelllinien keine signifikante Komplikation darzustellen. Zahlreiche
Studien belegen hingegen eine gute Wirksamkeit dieser T-Zelltherapie, ohne dass
gravierende Nebenwirkungen aufgetreten waren (Doubrovina et al. 2012; Heslop

and Rooney 1997; Rooney et al. 1998; O'Reilly et al. 2016a).

5.4 Klinische Relevanz der variablen Erkennung von polymorphen T-
Zellepitopen

Die beschriebene, variable T-Zellerkennung von Epitopvarianten kdnnte weitrei-
chende Bedeutung fiir das Monitoring der EBV-spezifischen Immunantwort, die
EBV-spezifische Impfstoffentwicklung und die Immuntherapie von EBV-assoziier-

ten Erkrankungen haben.

So wird beispielsweise die virusspezifische Immunitat in immunsupprimierten Pa-
tienten Ublicherweise mittels Uberlappender EBV-Peptidbibliotheken kontrolliert,
welche meist von viralen Proteinen der latenten Phase, z.B. EBNA3, abstammen
(Tischer et al. 2014; Korber et al. 2016). Diese Peptidbibliotheken leiten sich von
B95.8-Proteinsequenzen ab und kénnten zu falschen Messergebnissen fihren,

wenn der endogene EBV-Stamm des Patienten von B95.8 divergiert.

Ebenso konzentrieren sich die publizierten Ansatze zur Entwicklung therapeuti-
scher EBV-Vakzine, welche EBV-spezifische T-Zellpopulationen im Patienten mit
EBV-assoziierten Erkrankungen stimulieren und expandieren sollen, auf die La-
tenz-Proteine von B95.8 (Taylor and Steven 2016; Smith and Khanna 2015; Cohen
2015a). Auch hier ist eine verminderte Wirksamkeit denkbar, wenn der Virus-

stamm, mit dem der Patient infiziert ist, stark von B95.8 abweicht.
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Auch die Ansatze zur Entwicklung einer prophylaktischen EBV-Vakzine wiirden
womaglich davon profitieren, dass Sequenzunterschiede in EBV-Antigenen Be-
rlcksichtigung finden. Bisher konnten Impfstoffe, die auf der B95.8-Variante des
Membranproteins gp350 basierten, die EBV-Infektion in EBV-seronegativen, ge-
sunden chinesischen Kindern (Gu et al. 1995), gesunden jungen Erwachsenen in
Belgien (Sokal et al. 2007) oder padiatrischen Transplantationspatienten in Eng-

land (Rees et al. 2009) nicht verhindern.

Wahrend in der Vergangenheit Gberwiegend LCL-stimulierte T-Zelllinien zur Be-
handlung von EBV-assoziierten lymphoproliferativen Erkrankungen in Transplan-
tationspatienten eingesetzt wurden, so werden aktuell, um die aufwandige und
lange Herstellungsdauer zu umgehen, zunehmend schnellere Isolationsmetho-
den angewendet, die meist auf der Selektion der T-Zellen mit B95.8-basierte Pep-
tidgemischen beruhen (Bollard and Heslop 2016; Moosmann et al. 2010; Icheva
et al. 2013; Uhlin et al. 2010; Haque et al. 2007; O'Reilly et al. 2016b; Bollard 2013).
Jedoch kénnen T-Zellspender und -empfanger mit unterschiedlichen EBV-Stam-
men infiziert sein, was im Falle einer signifikanten genetischen Divergenz der
Stamme die klinische Wirksamkeit der infundierten T-Zellen beeintrachtigen
kdnnte, insbesondere wenn sich diese nur gegen ein limitiertes Set an Antigenen
richten. Die eigene Arbeit legt daher nahe, dass die entsprechenden Herstellungs-
protokolle die weltweite Sequenzheterogenitat berlicksichtigen und idealerweise
gegen ein Set konservierter, oder ein breites Spektrum an Antigenen gerichtet

sein sollten.

Interessante Beispiele aus der Literatur unterstreichen die Bedeutung der Se-
quenzheterogenitat im Rahmen der adoptiven Immuntherapie: So wurden Falle
beschrieben, in denen Patienten mit EBV-assoziierten Erkrankungen nicht auf den
adoptiven Transfer EBV-spezifischer Spender-T-Zellen ansprachen, welche /n vitro

mit B95.8-Antigenen stimuliert worden waren. Tatsachlich konnten diese T-Zellen
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die LCL desselben Spenders, welche mit dem endogenen EBV-Stamm des Patien-
ten transformiert worden waren, nicht erkennen und lysieren. Jedoch konnten T-
Zelllinien des Spenders, die durch Stimulation mit spontan aus PBMC-Kulturen
auswachsenden LCL des Patienten generiert worden waren, diese spontanen LCL
erkennen und lysieren. In einem ahnlichen Fall konnte die fehlende Wirksamkeit
der Therapie auf eine Mutation in EBNA-3B des Virusstamms des Patienten zu-
rickgefihrt werden, denn die durch Stimulation mit B95.8-LCL generierten T-Zel-
len waren hauptsachlich gegen EBNA3B gerichtet (O'Reilly et al. 2016a; Gottschalk
et al. 2001; Doubrovina et al. 2012).

Zusammen mit diesen klinischen Beispielen aus der Literatur zeigten die Ergeb-
nisse der eigenen Arbeit, dass die Sequenzheterogenitat der EBV-Stamme welt-
weit bedeutende Auswirkungen auf Diagnostik, Pravention und Immuntherapie
von EBV-assoziierten Erkrankungen haben kénnte und die Identifizierung konser-
vierter viraler Epitope von groB3er Bedeutung fir zukiinftige klinische Anwendun-

gen ist.

5.5 Ausblick

Die aufgezeigten, immunologischen Konsequenzen der T-Zellepitopvariabilitat
lieBen sich vermeiden, wenn es geldnge, ein Set an T-Zellepitopen zu identifizie-
ren, das in moglichst vielen EBV-Stammen weltweit konserviert ist. Sollte dies
nicht moglich sein, so konnten mit Hilfe dieser Sequenzanalysen zumindest Kon-
sensusepitopsequenzen definiert werden, die die hdchste Ubereinstimmung zwi-
schen den weltweit verbreiteten EBV-Stammen aufweisen. Dazu werden momen-
tan in der eigenen Arbeitsgruppe Sequenzanalysen aller bekannten T-Zellepitope
in den aktuell etwa 150 publizierten EBV-Stammen durchgefihrt. Solch ein Set an

konservierten T-Zellepitopen hatte hohe klinische Relevanz, denn es kdnnte die
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Grundlage bilden fiir einheitliche und weltweit anwendbare diagnostische Nach-
weisverfahren und immuntherapeutische Protokolle, die auch auB3erhalb speziali-
sierter Zentren zur Anwendung kommen kdnnten. Darlber hinaus kdnnten sie
die Wirksamkeit von prophylaktischen oder therapeutischen EBV-Vakzinen erhd-

hen.

Fur die EBV-Vakzinentwicklung ist auch die Erforschung des AusmaBes der erwor-
benen Immunantwort nach priméarer EBV-Infektion von groBer Bedeutung. In den
wenigen, bislang naher untersuchten Fallen wurde eine betrachtliche Variabilitat
der EBV-Sequenzen innerhalb eines infizierten Individuums gefunden. Dies
kdnnte auf einen hohen Immunselektionsdruck im Zuge der latenten Infektion
(Weiss et al. 2018; Apolloni and Sculley 1994; Srivastava et al. 2000), oder auf eine
Co-Infektion mit mehreren EBV-Stammen (Smatti et al. 2017), einschlieBlich hau-

figer Rekombinationsereignisse (Ba Abdullah et al. 2017a), hinweisen.

Die eigenen Befunde legen nahe, dass die Immunantwort nach primarer EBV-In-
fektion nicht ausreicht, um weitere Infektionen mit anderen EBV-Stammen zu ver-
hindern. Die erworbene Immunitat gegen EBV kdnnte daher hauptsachlich
stammspezifisch sein. Somit konnten sukzessive verschiedene EBV-Stamme das-
selbe Individuum trotz vorhergegangener EBV-Infektion infizieren. Die Ausmal3e
der Auswirkungen von Liicken im EBV-spezifischen T-Zellrepertoire aufgrund der
viralen Epitopvariabilitat auf die antivirale Immunitat und deren Rolle bei der Co-
Infektion mit mehreren EBV-Stammen sind bisher noch unerforscht. Sie sind aber
von hoher Relevanz fir die Vakzinentwicklung. Durch die rasanten technischen
Fortschritte, welche die Sequenzierung gesamter EBV-Genome aus verschiedenen
Geweben zunehmend erleichtern, kénnten diese Untersuchungen in naher Zu-
kunft realisierbar werden (Weiss et al. 2018; Zhou et al. 2017; Palser et al. 2015;
Kwok et al. 2014; Correia et al. 2017).
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6 Zusammenfassung

In Sequenzvergleichen verschiedener Isolate des Epstein-Barr-Virus (EBV) aus un-
terschiedlichen Regionen der Welt wurde eine nicht erwartete Virusstammbhetero-
genitat nachgewiesen. In welchem Male die Sequenzunterschiede die antivirale
Immunitat beeintrachtigen, ist noch ungeklart. Die vorliegende Arbeit unter-
suchte fur die reprasentativen EBV-Stamme B95.8, M81 und AG876 den Einfluss
der Sequenzunterschiede in bekannten Antigenstrukturen auf die Erkennung

durch die zellulare, erworbene Immunantwort.

Auf Proteinebene unterschieden sich die Latenz-Proteine aus B95.8 und AG876 in
3.7% bzw. 17.5% von M81. Proteine der lytischen Phase dagegen unterschieden
sich in nur etwa 0.5%. Ein Vergleich aller bekannten T-Zellepitope ergab, dass die
drei Virusstamme in der Halfte aller CD4+ und in einem Drittel aller CD8+ T-Zell-
epitope Sequenzunterschiede aufweisen. Wurden die epitopflankierenden Regi-
onen in die Untersuchungen mit einbezogen, so fanden sich Polymorphismen in

knapp zwei Dritteln aller CD4+ und in Gber 40% aller CD8+ T-Zellepitope.

In funktionellen Untersuchungen hatten diese Aminosaureaustausche unvorher-
sehbare Auswirkungen auf die T-Zellerkennung, die von erkennungssteigernd bis
zu einem vollstandigen Verlust der T-Zellerkennung reichten. Aminosaureaustau-
sche in den bisher wenig berticksichtigten, flankierenden Regionen zeigten dar-
Uber hinaus Einfluss auf die Antigenprozessierung und -prasentation und damit
auf die der Starke der T-Zell-Erkennung. Mit Hilfe von durch lymphoblastoide
Zelllinien (LCL) stimulierten T-Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass das
virale Antigenom eine ausreichende Zahl an T-Zellepitopen umfasst, die eine Im-

munitat gegenuber unterschiedlichen Virusstammen vermitteln kénnen.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der Virusheterogenitat fiir die an-
tivirale Immunitat. Dartber hinaus hat die beschriebene, variable T-Zellerkennung
von Epitopvarianten Bedeutung fiir das Monitoring der EBV-spezifischen Immun-
antwort, die Impfstoffentwicklung und die Immuntherapie von EBV-assoziierten

Erkrankungen.
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7 Summary

Sequence comparisons of different Epstein-Barr virus (EBV) isolates from different
regions of the world have revealed unexpected virus strain heterogeneity. To what
extent the sequence differences affect antiviral immunity is still unclear. For the
representative EBV strains B95.8, M81, and AG876, the present study investigated
the influence of sequence differences in known antigenic structures on the recog-

nition by the cellular, adaptive immune system.

At the protein level, the latency proteins of B95.8 and AG876 differed from M81
in 3.7% and 17.5%, respectively. In contrast, proteins of the lytic phase differed
between the viruses in only about 0.5%. A comparison of all known T-cell epitopes
revealed that the three virus strains differ in half of all CD4+ and in one third of
all CD8+ T-cell epitopes. When the epitope-flanking regions were included in
these analyses, polymorphisms were found in nearly two thirds of all CD4+ and

in over 40% of all CD8 + T-cell epitopes.

In functional studies, these amino acid exchanges had unpredictable effects on T-
cell recognition, ranging from recognition enhancing to complete loss of T-cell
recognition. Amino acid exchanges in the hitherto neglected flanking regions also
showed an influence on antigen processing and presentation and thus on the
strength of T-cell recognition. Experiments with lymphoblastoid cell line (LCL)-
stimulated T-cell lines provided evidence that the viral antigenome encompasses
a sufficient number of T-cell epitopes that can confer immunity against different

virus strains.

These results highlight the importance of viral strain heterogeneity for antiviral
immunity. In addition, the described variable T-cell recognition of epitope vari-
ants has implications for the monitoring of EBV-specific immune responses, vac-

cine development and immunotherapy of EBV-associated diseases.
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