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Zusammenfassung Kapitel 1

1. Zusammenfassung

Die Induktion einer spezifischen, zellularen Immunantwort ist in der Abwehr
intrazellularer, vor allem viraler, Infektionen von zentraler Bedeutung. Hierzu
muss losliches Erregerantigen im Kontext mit ,,Major Histocompatibility
Complex* (MHC) 1 auf spezialisierten Zellen, wie dendritischen Zellen,
kreuzprasentiert werden. Translokatorische Proteine und Proteintransduktions-
doménen (PTD) kénnen wegen ihres hohen Anteils an kationischen Aminoséuren
eine verbesserte Aufnahme in Zellen vermitteln und eine verbesserte MHC I-
vermittelte Immunantwort induzieren. Das HCMV-Tegumentprotein pp65 verflgt
mit seinem ,,Nuclear Localisation Signal® (NLS) Uber eine Region mit einem
hohen Anteil an kationischen Aminoséuren. AuRerdem kann pp65 aus Virionen
eine HCMV-spezifische CD8* T-Zellantwort ohne de novo Synthese induzieren.
Pp65 konnte folglich Gber ahnliche Eigenschaften wie translokatorische Proteine
verfligen. Es sollte daher untersucht werden ob rekombinant in Insektenzellen
exprimiertes pp65 potentiell als Antigencarrier fur Proteinantigene im

Kreuzprésentationsweg in Frage kommen konnte.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, (1) dass rekombinant in Insektenzellen
exprimiertes pp65 in der Lage ist sowohl CD8", als auch CD4" HCMV spezifische
T-Gedachtniszellen im Ex-Vivo-Vollblut-Stimulationsassay zu stimulieren.
Rekombinantes pp65 stimulierte im Vergleich zu HCMV-Fibroblastenlysat
umfassend CD8" T-Gedichtniszellen, wahrend CD4" T-Gedachtniszellen durch
rekombinantes pp65 weniger effizient stimuliert wurden. (2) Weiterhin wurde
gezeigt, dass mit pp65 fusioniertes Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)
hoch effizient in Jurkat T-Zellen aufgenommen wird. Seine Aufnahmeeffizienz
ubertraf die des mit etablierten Transduktionsdoménen fusionierten EGFP. Es
wurde weiterhin festgestellt, dass die Aufnahmeeffizienz bei 37°C gegentiber der
Aufnahmeeffizienz bei 4°C zunahm. Dies spricht fiir einen energieabhéngigen
Prozess. (3) Rekombinantes pp65 stimulierte CD8" und CD4" T-Gedéachtniszellen
in gleichem Umfang wie mit tatPTD oder antpHD fusioniertes pp65.



Zusammenfassung Kapitel 1

Rekombinant in Insektenzellen exprimiertes pp65 verfugt (ber eine hohe
Aufnahmeeffizienz und wird zuverlassig im Kontext mit MHC | kreuzprésentiert.
Rekombinantes pp65 konnte also durch N- oder C-terminale Fusion mit
Antigenen als immunogenes Tragerprotein in der Erzeugung von Vakzinen
dienen. In den folgenden Arbeiten musste nun in vivo die Nutzlichkeit von
rekombinantem pp65 in der Induktion einer antigenspezifischen Immunantwort

untersucht werden.
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Summary:

The Human Cytomegalovirus’ tegument-protein pp65 is a
potential carrier-protein for antigens

The induction of a specific, cellular immunologic response is of outstanding
importance for the defence against intracellular, e.g. viral infection. To achieve it,
a soluble antigen must be cross-presented in context with the major
histocompatibility complex I (MHC 1). Because of their high proportion of
cationic amino acids, translocatory proteins and protein transduction domains
(PTD) are able to procure improved access to the cytosol and thus facilitate MHC
I-mediated immunologic responses. A region with a high proportion of cationic
amino acids is found in the pp65’s nuclear localisation signal (NLS). Pp65 is an
HCMV tegument-protein, able to induce specific CD8"-T cell response without de
novo synthesis. In consequence pp65 could have similar features as PTDs.
Therefore we wanted to analyse whether recombinant pp65, expressed in insect-
cells, shows such features and thus could potentially be used as antigen-carrier to

the cross-presentation-pathway.

It could be shown, (1) that recombinant pp65, expressed in insect-cells, wass able
to stimulate both  HCMV-specific CD8*- and CD4*-T memory cells in an ex-
vivo-stimulation-assay. Compared to HCMV-fibroblast-lysates, recombinant pp65
stimulated efficiently CD8"-T memory cells. In contrast recombinant pp65
stimulated CD4"-T memory cells not as efficient as the HCMV-fibroblast-lysat
did. (2) Furthermore, enhanced green fluorescent protein (EGFP) fused to pp65
was efficiently taken up by Jurkat-T cells. It was even more efficiently taken up
than EGFP fused with conventional PTDs. Interestingly the efficiency of uptake
was increasing at 37°C compared to 4°C, thus suggesting an energy-dependent
process. (3) Recombinant pp65 is as efficient as pp65 fused with tatPTD or
antpHD in stimulating CD8"- and CD4"-T memory cells.
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Recombinant pp65, expressed in insect-cells, is efficiently taken up and is reliably
cross-presented in context with MHC I-proteins. Hence recombinant pp65 could
be interesting as an immunogenic carrier-protein in the production of vaccines
when fused with other antigens. Subsequent work should therefore test the utility

of recombinant pp65 in inducing antigen-specific immune response in vivo.
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2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Der Mensch verfiigt liber ein im Laufe der Evolution entwickeltes
Verteidigungssystem gegen exogene Substanzen und potentielle Pathogene wie
Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten. Dieses Verteidigungssystem ist in der Lage
Fremdsubstanz von korpereigener Substanz zu unterscheiden, so dass es im
Normalfall zu keinen Reaktionen gegen physiologische, korpereigene Strukturen
kommt (,,immunologische Toleranz*). Die Gesamtheit der an diesen Funktionen

beteiligten Organe, Zellen und Strukturen wird als Immunsystem bezeichnet.

Die Immunabwehr exogener Erreger wird durch das angeborene und das
erworbene Immunsystem geleistet. Das angeborene Immunsystem agiert schnell
und relativ unspezifisch. Es umfasst als erste Faktoren physikalische und
chemische Barrieren, die einen andauernden passiven Schutz darstellen. Neben
diesen Faktoren verfiigt das angeborene Immunsystem auch iiber spezialisierte
Zellen wie Makrophagen und neutrophile Granulozyten. Sie sind zur Phagozytose
befdhigt, und konnen dadurch auch partikuldre Fremdsubstanzen eliminieren.
SchlieBlich kénnen, beispielsweise bei viralen Infektionen, Natiirliche Killerzellen
(NK Zellen) durch Viren infizierte Zellen unspezifisch erkennen und abtéten. Das
angeborenen Immunsystem kann so als erstes auf eindringende Pathogene
reagieren und deren Ausbreitung verhindern, bis die adaptive Immunantwort

einsetzt.

Zu Beginn der adaptiven, erworbenen Immunantwort steht die Aufnahme und
Prozessierung eines als korperfremd erkannten Stoffs (Antigen) durch
antigenprasentierende Zellen (APC). Zu den APC zédhlen Dendritische Zellen
(DC), Makrophagen und B-Zellen. Sie wandern nach Aufnahme des Antigens in
die sekunddren lymphatischen Organe, wie Lymphknoten und Milz. Dort
prasentieren sie Teile des prozessierten Antigens im Kontext mit MHC I- und

MHC II-Molekiilen naiven CD8" bzw. CD4" T-Zellen. CD8" und CD4" T-Zellen
5
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werden als zelluldrer Arm des adaptiven Immunsystems bezeichnet, und konnen
iiber ihren T-Zell-Rezeptor Antigen im Kontext mit MHC spezifisch erkennen.
Man unterscheidet zwischen CD8" zytotoxischen T-Zellen (CTL) und CD4" T-
Helfer“-zellen (Th-Zellen). CTL konnen Zielzellen durch antigenspezifische
Rezeptorbindung und Ausschiitten von lytischen Granula zerstoren. Th-Zellen
unterstiitzen durch die Produktion von Zytokinen andere Zellen bei deren
Differenzierung und Funktion. Neben CTL und Th-Zellen gibt es noch
regulatorisch wirksame T-Zellen (Treg), die in der Lage sind, die Effektorfunktion

obiger T-Zellen zu dimpfen.

Der zelluldre Arm des adaptiven Immunsystems steht in enger Kooperation mit
dem humoralen Arm. Zu dem humoralen Arm gehoren die durch differenzierte B-
Zellen (Plasmazellen) produzierten, spezifischen Antikorper (Immunglobuline
(Ig)). B-Zellen erkennen sowohl zellassoziierte als auch 16sliche Antigene
spezifisch iiber ihren B-Zell-Rezeptor (BCR). Der Kontakt mit einem spezifischen
Antigen fiihrt zur Aktivierung der B-Zelle und zur darauffolgenden
Differenzierung in eine Antikorper-sezernierende Plasmazelle. Antikdrper konnen
korperfremde Partikel opsonieren, d.h. sie fiir Zellen des Immunsystems mit
zytotoxischer oder phagozytotischer Aktivitit markieren. Sie kdnnen auflerdem
iiber Komplementaktivierung zur Lyse von Pathogenen beitragen und als
neutralisierende Antikorper durch Bindung an Viren deren Infektidsitdt hemmen.
Die Differenzierung von B Zellen geschieht in Abhdngigkeit von T- Helferzell-
Unterstiitzung. Dies verdeutlicht die Zusammenarbeit des humoralen und des
zelluldren Arms des adaptiven Immunsystems. Dariiber hinaus kooperiert das
adaptive Immunsystem auch mit dem angeborenen Immunsystem. Zum Beispiel
konnen NK-Zellen des angeborenen Immunsystems antikdrperabhingig
zytotoxisch wirken. Durch das Ineinandergreifen von angeborenem und
adaptivem Immunsystem kann die Infektion meist kontrolliert und das Pathogen
eliminiert werden. Gleichzeitig entwickeln sich dauerhafte T- und B-
Gedichtniszellen. Gedichtniszellen konnen deutlich effizienter und ziigiger als
naive T- oder B-Zellen auf eine erneute Infektion durch den gleichen Erreger

reagieren (Janeway et al. 2001).
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211 T-Zellen und die adaptive Immunantwort

T-Zellen  konnen  anhand der  Expression der  unterschiedlichen
Oberfldchenmolekiile CD4 und CD8 in zwei Gruppen unterteilt werden. CD4 und
CDS8 sind T-Zellrezeptor (TCR)-assoziierte Korezeptormolekiile. Sie sind in der
Lage, an konstanten Regionen der MHC II- bzw. MHC I-Molekiile zu binden. Im
Kontext von MHC I-Molekiilen prisentierte antigene Peptide werden durch CD8"
T-Lymphozyten erkannt. Zur Présentation durch MHC I-Molekiile sind fast alle
kernhaltigen Korperzellen und antigenprisentierenden Zellen (APC) befdhigt.
Eine adaptive Immunantwort wird jedoch nur durch Prisentation {iber aktivierte
APC induziert. Im Kontext mit MHC II-Molekiilen préisentierte Peptide werden
durch CD4" T-Lymphozyten erkannt. MHC II-Molekiile werden anders als MHC
I-Molekiile nur von professionellen APC z.B. DC, B-Zellen, Makrophagen und
aktivierten T-Zellen exprimiert (Janeway et al. 2001). Die Aufnahme,
Prozessierung und Pridsentation von Antigenen und die darauf folgende
antigenspezifsche Stimulation und Funktion der T-Zellen inklusive ihrer

Effektorfunktion sind komplexe Vorgédnge, die im Weiteren beschrieben werden.

2111 Aufnahme, Prozessierung und Préasentation von T-Zell-
Antigenen

Antigene Peptide, die im Kontext von MHC I[-Molekiilen présentiert werden
konnen, sind vorwiegend intrazelluldren Ursprungs. Einige spezialisierte Zellen
sind jedoch in der Lage, Antigene extrazelluliren Ursprungs im Kontext von
MHC 1 zu préasentieren. Dieser Prozess wird als Kreuzprisentation bezeichnet.
Kreuzprésentation konnte in vitro bisher fiir Makrophagen (Ramirez & Sigal
2002), B-Zellen (Ke & Kapp 1996), Monozyten, Keratinozyten (Neiijsen et al.
2005), Endothelzellen (Limmer et al. 2000) und DC (Huang et al. 1994) gezeigt
werden. Im Kontext von MHC II-Molekiilen prasentierte antigene Peptide sind
hingegen iiberwiegend extrazelluldren Ursprungs. Die Wege von Produktion oder
Aufnahme eines Antigens bis zur Prisentation des antigenen Peptids im Kontext

von MHC I- und MHC II-Molekiilen unterscheiden sich.
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21111 Im Kontext von MHC I1-Molekilen prasentierte antigene

Peptide sind meist extrazellularen Ursprungs

MHC II-Molekiile werden nach ihrer Synthese an den Ribosomen des
Endoplasmatische Retikulum (ER) durch eine invariante Kette vor Beladung
durch endogene Peptide geschiitzt. Die unbeladenen MHC II-Molekiile werden
iiber den Golgi-Apparat zu den Lysosomen transportiert. Diese verschmelzen
dann mit den Endosomen zu Endolysosomen. In den Endosomen befinden sich
endozytierte, extrazellulire Antigene. In den Endolysosomen werden durch
hydrolytische Spaltung die aufgenommenen Antigene zu kleineren, antigenen
Peptiden abgebaut und die invariante Kette des MHC II-Molekiils abgespalten.
Nun koénnen die endozytierten und prozessierten Antigene spezifisch an MHC II-
Molekiilen binden und MHC II-Peptid-Molekiile bilden. SchlieBlich werden die
MHC II-Peptid-Molekiile wieder an die Oberfliche transportiert, wo sie von CD4"
T-Zellen iiber den TCR antigenspezifisch erkannt werden konnen (Cresswell

1994).

2.1.1.1.2 Im Kontext von MHC I-Molekdilen prasentierte Antigene sind

meist endogenen Ursprungs

Im Zytosol liegen vorwiegend zelleigene Proteine vor. Sie konnen durch
Proteasomen zu Peptiden gespalten werden. Diese Peptide kdnnen dann durch
Transporterproteine ,, Transporter associated with Antigen Presentation* (TAP) in
das ER transportiert werden, wo Aminopeptidasen die Peptide auf 7-9
Aminosduren Endlénge spalten konnen. Nun konnen diese Peptide an die MHC I-
Molekiile binden (Serwold et al. 2002). Die MHC I-Peptid-Molekiile gelangen
anschlieBend iiber den Golgi-Apparat an die Zelloberfliche, wo sie von CD8" T-
Zellen iiber den TCR antigenspezifisch erkannt werden konnen (Haemels et al.

1995, Rock et al. 2002, Ackermann A. & Cresswell P. 2004, Abb. 2.1).



Einleitung Kapitel 2

21.1.1.3 Kreuzprasentation exogenen Antigens im Kontext von MHC I-
Molekulen

Antigene exogenen Ursprungs konnen, genauso wie Antigene endogenen
Ursprungs, im Kontext von MHC I présentiert werden. Dies bezeichnet man als
Kreuzprisentation. Fiir eine Reihe von Antigenen ist die Kreuzprisentation im
Kontext mit MHC I nachgewiesen worden. Hierzu gehoren sowohl Antigene von
lebenden Zellen, als auch von Zellen in Apoptose (Albert et al. 1998, Harshyne et
al. 2001). Immunkomplexe und 16sliche Antigene (Li et al 2001) werden ebenfalls
kreuzprésentiert. Die Prozessierung exogener partikuldrer Antigene im MHC I-
Prisentationsweg konnte aufgeklirt werden. Fiir 16sliche Antigene weisen erste
Ergebnisse auf einen vergleichbaren Mechanismus hin (Ackermann et al. 2004):
Nach der Antigen-Aufnahme durch Phagozytose fusioniert die Membran des
friithen Phagosoms mit der Membran des ER. Daraus resultiert ein friihes
gemischtes ER-Phagosom (Guermonprez et al. 2003, Abb. 2.1), das im Lumen
und in seiner Membran iiber ER-typische Proteine verfligt. Hierzu gehoren ER-
Aminopeptidasen, Disulfid-Isomerasen und ER-Transportermolekiile, wie TAP
und Sec61, sowie Molekiile des MHC I-Lade-Komplexes: Calreticulin und
Tapasin (Houde et al. 2003). Die Fusion des gemischten ER-Phagosoms mit
spaten Lysosomen ermoglicht anschliefend durch lysosomale Hydrolasen und
ER-Disulfid-Peptidasen die Spaltung der aufgenommenen Proteine in
Polypeptide. Diese werden wahrscheinlich durch das Sec61 Transportmolekiil in
das Zytosol transportiert (Houde et al. 2003, Fonteneau et al. 2003), wo sie
polyubiquitinyliert werden. Die Polypeptide sind nun ein Substrat fiir den
proteasomalen Abbau in kleinere Peptide, die dann iiber TAP direkt in das
gemischte ER-Phagosom zuriicktransportiert werden (Ackermann & Cresswell
2004; Abb. 2.1). Die Peptide werden dort von der ER-Aminopeptidase verkiirzt
und durch den MHC I-Lade-Komplex auf MHC I geladen. Auf welchem Weg das
MHC I-Peptid-Molekiil anschlieBend an die Zelloberfliache gelangt, ist noch nicht
aufgeklért. Da der Transportweg nicht durch Brefeldin A gehemmt werden kann,
ist ein Transport iiber den sekretorischen ER-Golgi-Weg ausgeschlossen. Ein
Transport an die Zelloberfliche im Kontext des Membran-Recyclings wird
diskutiert, ist aber noch nicht gekldart (Guermonprez et al. 2003, Ackermann et al.

2004). Alternativ konnen exogene Antigene liber einen anderen Mechanismus

9
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prozessiert werden. Hierbei werden sie ohne Umweg iiber das Zytosol direkt in
den gemischten ER-Phagosomen gespalten und binden dort anschliefend an MHC
[-Molekiile (Lizee et al. 2003).

’ Endogene Antigene ‘ /A Exogene Antigene ‘

(&

Sekretorischey Weg

Zytosol

Zellker§1

MHC | Sec61p . Immun-
Anti MHC |
’r Beladungs- ® Komplex ’f A ﬁﬁ o proteasom - .Antigene Peptide

komplex

Abb. 2.1 Klassische Prasentation und Kreuzprisentation von Antigenen iiber den MHC I
Weg. Nach proteolytischer Spaltung werden in der Zelle vorliegende, endogene Antigene
durch den aus TAP 1 und 2, Calreticulin, Tapasin und Erp57 bestehenden MHC I
Beladungskomplex ins Endoplasmatische Reticulum (ER) transportiert und auf spezifische
MHC I Komplexe geladen. Der anschliefende Transport an die Zelloberfldche erfolgt tiber
den Golgiapparat durch den sekretorischen Weg. In spezialisierten Zellen, wie DC und
Makrophagen, konnen Exogene Antigene tiber ER-vermittelte Phagozytose in ein gemischtes
ER-Phagosom aufgenommen werden. Nachdem sie dort hydrolytisch gespalten worden sind,
konnen sie wahrscheinlich mit Hilfe des Sec61-Komplex in das Zytosol translozieren. Hier
werden sie von Immunproteasomen weitergespalten und anschliefend durch den MHC I
Beladungskomplex wieder in das gemischte ER-Phagosom transloziert und auf MHC I
geladen. Der darauf folgende Transport an die Zelloberfldche ist noch nicht aufgeklart. Er
erfolgt aber unabhéngig vom Golgiapparat.

10
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21.1.2 CD4" T-Helferzellen sind entscheidend fiir die Induktion

humoraler und zellul&rer adaptiver Immunantworten

Im Kontext von MHC II-Molekiilen présentierte Antigene konnen spezifische
CD4" T-Helferzellen aktivieren. Die aktivierten T-Helferzellen unterstiitzen
daraufhin durch die Ausschiittung von Zytokinen und Bindung von
Membranmolekiilen andere Zellen des Immunsystems wie z.B. B-Zellen und CTL
bei ihrer Differenzierung und Funktion. Anhand der durch CD4" T-Zellen
sezernierten Zytokine konnen drei Subpopulationen unterschieden werden. Thl-
Zellen sind an der Aktivierung des zelluliren Arms der adaptiven Immunantwort
beteiligt, wiahrend Th2 fiir die Aktivierung des humoralen Arms benotigt werden
(de Jong et al. 2005). Treg-Zellen (Th3) hemmen die Proliferation von Thl- und
Th2-Zellen und helfen daher bei der Etablierung von Immuntoleranz (Jonuleit &
Schmitt 2003). CD4" T-Zellen sind von zentraler Bedeutung fiir die Funktion des
Immunsystems. Dies zeigt sich exemplarisch bei einer Infektion durch das
humane Zytomegalievirus (HCMV). Eine zur Kontrolle der Infektion notwendige
CTL-Antwort wird nur mit Hilfe von CD4" T-Zellen erlangt (Li et al. 1994). Auch
fiihrt der deutliche Verlust an funktionierenden CD4" T-Zellen im Verlauf einer
Infektion mit humanen Immundefizienz-Viren (HIV) zu dem Vollbild des

Acquired Immunodeficiency Syndrom (AIDS).

2.1.1.3 Naive CD8" T-Zellen kénnen sich zu CD8" zytotoxischen T-

Zellen differenzieren

Im Kontext von MHC I-Molekiilen priasentierte Antigene konnen von
spezifischen CD8" T-Zellen mittels ihres TCR erkannt werden. Erkennen naive
CD8" T-Zellen auf APC ein im Kontext von MHC I-Molekiilen prisentiertes
Peptid, kdnnen sie zu zytotoxischen T-Zellen (CTL) differenzieren. CTL koénnen
iiber spezifische Bindung an MHC I-Peptid-Molekiile infizierte Zellen erkennen
und abtéten. Dadurch konnen die CTL die intrazellulire Vermehrung von
Pathogenen verhindern. Zur Lyse infizierter Zellen produzieren CTL eine Reihe
in Granula gespeicherter Effektormolekiile, wie Perforin, Granulysin und

11
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Granzyme. Sie werden nach spezifischer Bindung iiber den TCR in den Spalt
zwischen Zielzelle und CTL sezerniert und fithren zur Lyse der infizierten Zelle.
CD8" T-Lymphozyten sind daher fiir die Kontrolle viraler Infektionen von
zentraler Bedeutung. Zum Beispiel kann HCMV zwar durch CTL nicht komplett
eliminiert werden, sie kontrollieren allerdings die latente Infektion (Reusser et al.
1991, Walter et al. 1995). Auch bei der Infektion durch HIV sind CTL fiir die
Kontrolle der Virdmie entscheidend. Eine geringe Viruslast und ein lingeres
Uberleben korrelieren mit einer hohen CTL Antwort (Musey et al. 1997,
Greenough et al. 1997).

2.1.1.4 Die Induktion der adaptiven Immunantwort durch T-Zellen -

Von der naiven T-Zelle bis zur T-Gedachtniszelle

Die primdre adaptive Immunantwort von T-Zellen auf einen spezifischen
Antigenstimulus umfasst mehrere Phasen. Initial binden naive T-Zellen in
peripheren lymphatischen Organen antigenspezifisch an APC und werden
stimuliert. Zusétzlich zu dem priméiren Stimulationssignal {iber den TCR ist eine
iiber CD28 vermittelte Kostimulation notwendig. Fehlt die Kostimulation fiihrt
dies zu einem anergen Zustand der T-Zelle (Bachmann et al. 1999). Nach
Aktivierung der naiven T-Zellen folgt eine Phase der klonalen Expansion und der
Differenzierung zu CD4" Th-Zellen, beziehungsweise CD8" CTL. Die T-Zelle
durchlduft wihrend der Expansion mindestens sieben bis zehn Zellteilungen und
differenziert sich zu einer Effektor- oder Gedichtniszelle (Kaech & Ahmed,
2001). Die Effektorzellen konnen z.B. eine akute virale Infektion in den meisten
Fallen innerhalb von sieben bis zehn Tagen kontrollieren und den viralen Erreger
eliminieren. In der folgenden Kontraktionsphase sterben iiber 90 % der
Effektorzellen ab, wihrend die langlebigen Gedichtniszellen persistieren. Sie
bilden fortan das immunologische Geddchtnis. Im Falle einer Zweitexposition mit
Antigen reagieren und proliferieren sie deutlich schneller als naive T-Zellen

(Kaech & Ahmed, 2001; Sprent & Surh 2001).
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2.2 Protein-Transduktionsdoméanen und translokatorische

Proteine kdnnen rezeptorunabhangig in Zellen internalisieren

Protein-Transduktionsdomidnen (PTD) sind Oligopeptidsequenzen innerhalb
viraler und zelluldrer Proteine mit vorwiegend kationischen Aminosiduren wie
Lysin, Arginin oder Histidin (Vives et al. 1997, Derossi et al. 1994). Diese
kationischen Aminosduren stehen hierbei in der Sekundérstruktur im rdumlichen
Wechsel zu ungeladenen Aminosduren und bedingen dadurch einen hohen
isoelektrischen Punkt der Peptidsequenz (Ho et al. 2001). Zu den PTDs zéhlen
beispielsweise die Transduktionsdomédne tatPTD des  ,transactivator of
transcription“-Proteins TAT von HIV (Vives et al. 1997) und die
Tranduktionsdomédne AntpHD des Antennapedia Proteins Antp von Drosophila
melanogaster (Derossi et al. 1994). Translokatorische Proteine sind hingegen
verhdltnismiBig kleine Proteine, wie beispielsweise das 22 kDa grofle
Tegumentprotein VP22 vom Herpes Simplex Virus Typ I (HSV-1).
Translokatorische Proteine weisen ebenfalls Regionen mit hohem isoelektrischen
Punkt auf (Elliott & Meredith, 1992). PTDs und translokatorische Proteine sind in
der Lage in die unterschiedlichsten Zelltypen zu internalisieren. Sie konnen
auflerdem auch fusionierte Peptide, Proteine oder DNA in Zellen einschleusen
(Schultze-Redelmeier et al. 1996, Schwarze et al. 1999, Cao G. et al. 2002, Hung
et al. 2002, Wang & Fu et al. 2002). Hierzu binden sowohl PTDs, als auch PTD-
Fusionskonstrukte wahrscheinlich an Glykosaminoglykane (z.B. Dextran- und
Heparansulfat) auf der Zellmembran (Console et al. 2003, Mai et al. 2002). Der
sich daran anschliefende Internalisierungsprozess ist in allen Details noch nicht

verstanden.
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2.2.1 PTD und translokatorische Proteine kdnnen eine effiziente
Aufnahme und Prozessierung von Antigenen im MHC | Weg

vermitteln

Der Mechanismus der Kreuzprésentation legt nahe, dass eine effiziente Aufnahme
antigener Peptide in spezialisierte APC die Effizienz der Kreuzprisentation
steigert. PTDs und translokatorische Proteine konnen an sie gebundene Peptide
effektiv in Zellen schleusen. Sie sind daher interessanten Kandidaten fiir Protein-
Vakzinierungs-Strategien. An PTDs oder translokatorische Proteine fusionierte
Antigene wurden bereits erfolgreich zu einer in vivo Stimulierung von
antigenspezifischen CTL eingesetzt. Beispielsweise wurde tatPTD-gekoppeltes
Antigen sowohl zur Induktion als auch zur Stimulation antigenspezifischer CD8"
T-Zellen erfolgreich  eingesetzt. Wéhrend Ovalbuminantigen (OVA)
normalerweise nur iiber MHC 1I prisentiert wird, 16st tatPTD-gekoppeltes OVA
in Méusen eine MHC I-abhéngige CTL-Antwort aus (Kim et al. 1997). Ebenfalls
war die Induktion einer CD8" T-Zellantwort durch Impfung mit autologen DC
nach Inkubation mit tatPTD-gekoppeltem Antigenepitop bei Méusen erfolgreich
(Tanaka et al. 2003, Wang et al. 2002).

2.2.2. Das HCMV Tegumentprotein pp65 kommt als
translokatorisches Protein in Frage

Eine effiziente Stimulation von CD8" T-Zellen durch an PTDs oder
translokatorische Proteine gekoppelte antigene Peptide ist in vivo problematisch,
da sie nur bei hohen Proteinkonzentrationen effizient aufgenommen werden
(Nagahara et al. 1998, Peitz et al. 2002). Daher miissen neue, effizientere
translokatorische Proteine identifiziert werden, welche die Proteinaufnahme und
die Kreuzprisentation steigern. Das Phosphoprotein pp65 des Humanen
Cytomegalovirus (HCMV) konnte ein solches translokatorisches Protein sein. Als
Tegumentprotein wird pp65 erst in der Spatphase des Replikationszyklus gebildet.
Zu diesem Zeitpunkt greifen HCMV-Proteine bereits supprimierend in die
immunstimulatorischen Prozesse infizierter Zellen ein (Miller et al. 1999, Warren
et al. 1994). Die Prdsentation von endogen exprimiertem pp65 in HCMV-
14
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infizierten Zellen ist daher ineffizient. Aullerdem wurde festgestellt, dass endogen
exprimiertes pp65 die Expression IFN-o-induzierter Proteine hemmt. Dadurch
konnte eine effektive Antigenprédsentation verhindert werden (Browne & Shenk
2003). Die HCMV-spezifische CD8" und CD4" T-Zellantwort richtet sich jedoch
in erheblichem Masse gegen pp65 (Beninga et al. 1995, Wills et al. 1996).
Folglich kann angenommen werden, dass pp65 auf anderen Wegen als durch de
novo Synthese in den MHC I Weg gelangt (Riddell et al. 1991, McLaughlin-
Taylor et al. 1994, Beninga et al. 1995, Wills et al. 1996, Khattab et al. 1997,
Gyulai et al. 2000). Dies belegt auch die Beobachtung, dass pp65 in vitro aus
kokultivierten und HCMV-infizierten Fibroblasten von nicht-infizierten DC
kreuzprésentiert werden kann (Tabi et al. 2001). Es wurde auBerdem gezeigt, dass
pp65 ohne de novo Synthese aus Virionen in das Zytoplasma gelangen kann und
dann im Kontext von MHC I-Molekiilen priasentiert wird (Riddell et al. 1991).
Dies spricht auch in vivo fiir eine Aufnahme und Prozessierung von pp65 im
MHC 1 Prisentationsweg durch APC. Bislang wurde weder in vitro noch in vivo
geklirt, ob dafiir Virionen oder deren Komponenten erforderlich sind. Wie in
anderen translokatorischen Proteinen gibt es auch bei pp65 Abschnitte mit einem
hohen Anteil an kationischen Aminosduren. Es handelt sich hierbei um das
zweigeteilte nukledre Lokalisationssignal (NLS) des Proteins von AS 538 bis 561
(Gallina et al. 1996). Das NLS konnte eine effizient Aufnahme durch APC
vermitteln. Ob es einen effizienten Transport von pp65 und mit pp65 fusionierten

Proteinen in APC vermitteln kann, muss noch geklért werden.

2.3 Ziele dieser Arbeit

Einer der grofiten Erfolge der modernen Impfmedizin ist die 1977 von der WHO
offiziell festgestellte Ausrottung der Pocken. Seitdem wurden weiterhin
verschiedenste Impfstoffe gegen virale und bakterielle Erreger bzw. deren Toxine
entwickelt. Thnen stehen aber eine gro3e Anzahl pathogener Keime von klinischer
Relevanz gegeniiber, fiir die es bisher noch keine zuverldssige Vakzine gibt.
Hierzu zdhlen unter anderem das Hepatitis C Virus und das Humane
Immundefizienzvirus. Zur Bekdmpfung dieser Erreger scheinen virusspezifische

CTL eine entscheidende Rolle zu spielen. Daher ist die Induktion entsprechender
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zelluldarer Immunantworten ein  besonderes  Anliegen der heutigen
Impfstoffforschung. In diesem Kontext sind translokatorische Proteine aufgrund

ihrer Kreuzprisentationsfahigkeit als potentielle Antigencarrier interessant.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob das HCMV-
Tegumentprotein pp65 Eigenschaften aufweist, die es als Trigersystem fiir
Proteinantigene qualifizieren. Es sollten folgende Themenbereiche bearbeitet

werden:

1) Es sollte gezeigt werden, dass rekombinant exprimiertes pp65 in der
Lage ist HCMV-spezifische CD8" T-Gedichtniszellen im Vergleich zu

virionhaltigem HCMV-Fibroblastenlysat effizient zu stimulieren.

2) Weiterhin sollte die effiziente Aufnahme von rekombinantem pp65 in

Zellen im Vergleich zu etablierten PTDs gezeigt werden.
3) Rekombinantes pp65 und mit tatPTD oder antpHD fusioniertes pp65

sollten beziiglich der spezifischen Stimulation von HCMV-spezifischen

CD8" und CD4" T-Gedichtniszellen gegeniibergestellt werden.
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3 Materialien

3.1 Chemikalien

Acrylamid
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin (Binotal™)

Serva (Heidelberg, D)
Gibco BRL™ Lifetechnologies
Serva

Bayer (Leverkusen, D)

Bisacrylamid Serva

Bromphenolblau Serva

Bovines Serumalbumin (BSA) New England Biolabs (Beverly, USA)
Chloroform Merck (Darmstadt,D)

Coomassie Brillant Blue™ R-250 Serva

Dimethylsulfoxid (DMSO) Serva

Entwickler ADEFCO Chemie GmbH

Essigsdure Merck

Ethanol Merck

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Serva

Ethidiumbromid
Fixierer
Fotales Kalberserum (FCS)

Sigma Chemie (St.Louis,USA)
ADEFCO Chemie GmbH
Viralex (Linz, A) oder Biochrom KG

(Berlin, D)

Glyzerin Serva

Glycin Serva
Isopropanol Merck
Magermilchpulver Gliicksklee (Hamburg, D)
[Mercaptoethanol Serva
Natriumjodid Sigma Chemie
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva

Phenol Merck
Tetramethylendiamin (TEMED) Serva
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Serva
Triton™ X-100 Serva
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Tween 20 Serva

3.2  Membranen, Papiere und Filme

Nytran-M (Schleicher & Schuell, Dassel, D): Nitrozellulosemembran
Whatman Limited (Springfield, Maidstone, USA): Saugfahiges Filterpapier
ECL-Hyperfilm (Pharmacia Biotech, Amersham, UK): Blaulichtsensitiver Film
Sterilfilter 0,2 um Porengrosse (Schleicher & Schuell, Dassel, D):

Schraubsterilfilter

3.3 Puffer und Medien

TE-Puffer Tris-HCL (pH 8,0) 0,01 M
EDTA 0,001 M

PBS-Puffer NaCl 0,14 M
KCI 0,25M
MgCl, 0,5mM
CaCl2 0,001 M
Na/K-Phosphat 0,01 M
pH 7,5 (NaOH)

PBS-Puffer NaCl 8¢

(ohne Mg* und  NayHPO, 1,44 g

Ca2+)
KCI 0,29
KH,PO, 0,24 g
H2044 pH 7,4 (HCI) 1000 ml

RPMI 1640 mit Glutamin (BioWhittaker Europe)

Zuzuglich 10% (v/v) fotales Kalberserum (Lifetechnology)
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2,5 U/ml Penicillin und 2,5 png/ml Streptavidin (Biochrom KG,
Berlin)

TC100 (Gibco BRL™ Liftechnologies)

Zuzuglich 10% (v/v) fotales Kalberserum (Viralex oder Biochrom KG,
Berlin)
2,5 U/ml Penicillin und 2,5 png/ml Streptavidin (Biochrom KG,

Berlin)

Spezielle Puffer werden bei den zugehdrigen Methoden aufgefthrt

3.4  Molekulargewichtsmarker

Protein-Molekulargewichtsmarker (BioRad Rainbow-Marker)

3.5  Antikdrper

Anti-pp65:
NCL-CMVpp65 Klon 2 (1gG1 k) und Klon 6 (IgG1 «) von Novo Castra
(Newcastle, UK)

Anti-EGFP:
Klon 7.1 und 13.1 von Roche (Basel, CH)

Fluoreszenzmarkierte Antikorper die im Vollblutassay eingesetzt wurden:

Anti-CDA4-PerCP Becton Dickinson, 347324
Anti-CD8-PerCP Becton Dickinson, 347314
Anti-IFN-y-FITC Pharmingen, 18904A
Anti-CD69d-PE Becton Dickinson
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Kostimulierende Antikorper die im Vollblutassay eingesetzt wurden:

Anti-CD28 Becton Dickinson, 348040
Anti-CD49d Pharmingen, 31470D

3.6  Antigene

HCMV:

Zur Stimulation der T-Gedéchtniszellen wurde kommerzielles HCMV-Zelllysat
der Firma BioWhittaker Inc. (Walkersville, USA) eingesetzt.

3.7 Zelllinien

Humane T-Zelllinie “Jurkat”:

Klon E6-1 einer humanen CD 4" T-Zellleukamie, produziert nach
Stimulierung Interleukin 2 (Weiss et al. 1984)

Insektenzelllinie SF158:

Diese ovarielle Insektenzelllinie, stammend aus dem Heerwurm
Spodoptera frugiperda (Knudsen und Tinsley, 1974), kann mit
dem Bakulovirusstamm Autographa californica (AcMNPV) und
dessen Derivaten, die zur In-Vitro-Vermehrung in SF158 fahig

sind, infiziert werden.

3.8 Vektoren

Der pAcYML1 Vektor

Dieser 9200 Basenpaare grofle Vektor kann aufgrund eines Fragmentes des

pUC8-Vektors, welches eine Ampicillinresistenz und einen bakteriellen

Replikationsursprung tragt, in Bakterien vermehrt und selektiert werden. Er wird

ausserdem zur Konstruktion von Expressionsvektoren eingesetzt, bei denen das

Gen (ber die BamH I-Schnittstelle des Polyhedrinpromotors einligiert wird.
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Durch homologe Rekombination mit dem Baculo-Gold-Vektor™ (Pharmingen)
entstehen rekombinante Autographa californica ,,multiple nuclear polyhedrosis*
Viren (rAcCMNPV), die in vitro Insektenzellen infizieren kénnen. Das unter der
Kontrolle des Polyhedrinpromotors stehende Proteinprodukt kann dann in grof3en
Mengen dargestellt werden. Der pAcYM1 Vektor zeigt durch eine glnstiger
gelegene Deletion (+1 bis +173) des Polyhedringens im Vergleich zu dem Vektor
pAc373 (Deletion: -7 bis +166) bei manchen Genen eine bessere Expression.
(MATSUURA et al., 1987). Eine Ubersicht der zur Expression rekombinanter
Proteine verwendeten rACMNPV ist in Tabelle 3.1 dargestellt.

EcoR10
|
|

Bsi2 8680
puCB

Pvuz 1350

Xhot 1900

pACYM1
9200 bp

EcoR1 8500

Sal1 2870

Sal1 3180
Pvu2 5300 Polyhedrin
Hindl 5480

Sal1 5450 EcoRE 3380

Hind3 4530 BamH1 4000

Abb 3.1. Der Vektor pAcYML. Er dient nach homologer Rekombination mit dem
Baculo-Gold-Vektor von Pharmingen zur Erzeugung rekombinanter Autographa californica—
Polyhedrosis-Viren. Die Vermehrung in Bakterien wird durch ein Fragment aus pUCS8

ermoglicht, das einen ,,ori* und ein Ampicillinresistenzgen enthélt.

Tab. 3.1 Verwendete rACMNPV: Alle rekombinanten Viren wurden der Virensammlung
des Instituts fur Virologie des Universitatsklinikums des Saarlandes entnommen.

Bezeichnung Rekombinantes Protein

AcpP-P ppo5

AcpP-TP tatPTD-pp65

AcpP-AP antpHD-pp65

AcpP-EGFP EGFP

AcpP-PEGFP pp65-EGEFP
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Fortsetzung Tabelle 3.1

AcpP-TEGFP tatPTD-EGFP
AcpP-AEGFP antpHD-EGFP
39 Kits
ECL Western blotting detection Amersham Pharmacia Biotech
Detergenz (Amersham, UK)
Bakulo Gold Vector Kit Pharmigen

3.10 Gerate und Diverses

Zentrifugen:
Sigma MK 202

Eppendorf Centrifuge 5417 R

Heraeus Megafuge 1.0 R

Heraeus Biofuge Pico

FACS:
FACScan™ Becton &
Dickenson
Apple® Power Mac G3
CellQuest™ Becton &
Dickenson
Mikroskop:

Olympus M 021
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Hardware zur Steuerung,
Speicherung und Verarbeitung der
Messdaten des FACScan™
Software zur Steuerung,
Speicherung und Verarbeitung der
Messdaten des FACScan™
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Proteinldsung:

Rohrchen:

121nM GST-HIS-EGFP, Institut fiir Virologie der Universitat des
Saarlandes, Homburg/Saar

Sarstedt Monovetten mit Heparin
Braun Perfusor Spritze 50ml

Greiner 50 und 15 ml Schraubréhrchen
FACS-Ro6hrchen, Greiner

Elektrophorese Kammern:

Diverses:

BioRad Sub-Cell® GT
BioRad SDS-PAGE Kammer

Pharmacia Biotech Semidryblot-Kammer

alle alimentiert mit BioRad PowerPac 300

Pipetten, Brutschranke, Sterilbénke, Eppendorfgefale, Glasgefalie
(Schott), Heizblocke, Wasserbader, Ultraschallbad, Vortex,
Zellkulturflaschen 182 cm?, 75cm? und 25 cm? (Greiner und

Costar®), Rubber Cellscraper (Greiner)

3.11 Datenverarbeitung und Anwendungsprogramme (Software)

Microsoft® Office 2000™Premium

Microsoft® Office 97™

Microsoft® Excel™

Cell Quest™, Beckton & Dickenson

Vilber Lourmat BIOID V6.31-Protein-Quantifizierungs-Programm
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4. Methoden

4.1  Kultivierung eukaryontischer Zellen

4.1.1 Kultivierung von Insektenzellen
(SUMMERS & SMITH, 1987)

Die Insektenzelllinie SF 158 (Spodoptera frugiperda) wurde als Adh&sionskultur
in TC 100 Medium mit 10% fotalem Kélberserum (ohne Lipopolysaccharid), 2,5
U/ml Penicillin und 2,5 pg/ml Streptomycin in einem auf 27°C temperierten
Brutschrank bei Raumluftverhdltnissen kultiviert. Zweimal wodchentlich wurden
die Monolayer mittels eines Zellschabers vom Flaschenboden gel6st und in neuen

Flaschen und frischem Medium im Verhéltnis 1:3 oder 1:4 subkultiviert.

4.2  Expression und Aufreinigung von rekombinanten Proteinen in

Insektenzellen

4.2.1 Lipofektion mit dem ""Bakulo-Gold"-Vektor

Zur Herstellung replikationsfahiger Viren wurden der Bakulo-Gold-Vektor
(Pharmingen) und die rekombinanten Expressionsvektoren des Autographa
californica-Bakulovirus durch Lipofektion in SF158-Insektenzellen transfiziert.
Die entstandenen rekombinanten Bakuloviren sind replikationsfahig und
veranlassen die Wirtszelle zur Expression des rekombinanten Proteins, das unter

der Kontrolle des starken viruseigenen Polyhedrinpromotors steht.

Vektormix: Expressionsvektor-DNA 0,5-1 pg
Goldvektor (Pharmingen) 2 ul
H20 pidest. ad 20 pl

Lipofectin-Ldsung: Lipofectin 13,4 ul
H20 bidest. 6,6 ul
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Die Insektenzellen wurden in einer 1:2 Verdunnung in 6-Loch-Platten (ca. 1,5 X
10%je Loch) fur mindestens eine Stunde kultiviert, mit TC-100-Medium ohne FCS
und Antibiotikum gewaschen und dann mit 1 ml TC-100-Medium ohne FCS und
Antibiotikum (berschichtet. Der Vektormix und die Lipofectin-Lésung wurden
zusammengegeben, fur 15 min bei RT inkubiert und im Anschluss zu den
Insektenzellen gegeben. Nach 24 h Inkubation in einer sterilen feuchten Kammer
bei 27°C wurden die Lipofektionsansatze mit je 2 ml TC100-Medium mit 2,5 U
Penicillin, 2,5 pg/ml Streptavidin und 10% FCS ohne LPS aufgefillt. Die
Zellernte erfolgte nach 4-5 Tagen, nachdem sich Zellklumpen gebildet hatten. Der
sterilfiltrierte Uberstand diente zur Infektion einer 25 cm?Zellkulturflasche mit
5x 10° SF158-Zellen. Nach ca. zwei Tagen Isten sich die infizierten Zellen vom
Flaschenboden ab und konnten lysiert werden.

4.2.2 Infektion von SF158-Insektenzellen mit dem Bakulovirus
(SUMMERS & SMITH,1987)

10° Zellen/ml der SF 158-Zellen wurden am Tag der Infektion 1:2 verdinnt und
subkultiviert. Nach der Adhasion der Zellen an den Kulturflaschenboden wurde
das Medium abpipettiert und die Zellen mit Virusstock tberschichtet, so dass sie
mit einer dunnen Schicht Virusuberstand bedeckt waren. Nach einer Stunde
Inkubation bei 27°C wurde Medium aufgefiillt, so dass die Zelldichte 5x10°
Zellen/ml betrug. Nach weiteren 37-48 h erfolgte dann die Zellernte. Neue
Virusstocks wurden aus dem sterilfiltrierten Uberstand der infizierten
Insektenzellen gewonnen und bei 4°C gelagert. Langere Lagerung erfolgte durch

Einfrieren kleiner Aliquots der Uberstande bei —=70°C in Medium.

4.2.3 Zellernte und Aufreinigung
(modifiziert nach SUMMERS & SMITH, 1987)

Die Insektenzellen wurden mit einem Zellschaber vom Kulturschalenboden

abgekratzt, in PBS (ohne Mg**, ohne Ca**) gewaschen und abzentrifugiert (1600
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rpm, 6 min, Heraeus Megafuge 1.0 R) und mit dreimaligen Wechsel zwischen
42°C-Wasserbad  und  flissigem  Stickstoff  (“Frier-und-Tau-Schritte")
aufgeschlossen. Nach weiterem Aufschliefen im Ultraschallbad fir 10 min
wurden die Zelltrummer bei 1600 rpm fir 6 min (Heraeus Megafuge 1.0 R)
abzentrifugiert. Der Uberstand mit den rekombinanten Proteinen wurde bei —=70°C

gelagert.

4.2.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 10 pl eines Proteinextraktes in 500 pl

0,1 M NaOH verdiinnt und gut gemischt. Der Proteingehalt errechnete sich nach
dem Messen der OD280 nach folgender Formel:

6,4 / OD280 = x pl, die 15 pg Protein enthalten

4.3  Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)
(LAEMMLLI, 1970; MANIATIS et al., 1989)

Laufpuffer:

25 mM Tris/HCI

0,1% (w/v) SDS

0,192 M  Glycin
2xProbenpuffer:

20% Glycerol

4% SDS

10 % Mercaptoethanol

0,125% Tris (pH 6,8 mit HCI)

in H2Oqq
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Trenngel (10 %):
1,25 ml  Trenngelstock (1,5 M Tris, 0,4% SDS (w/v), pH
8,8)
1,66 ml  Acrylamid/Bisacrylamid (30%)
2,03ml  H,0O bidest.
50 pl 10% (w/v) Ammoniumpersulfat
5ul TEMED

Sammelgel:
1,25 ml  Sammelgelstock (0,5 M Tris, 0,4% SDS (w/v),
pH 6,8)
660 pl Acrylamid/Bisacrylamid (30%)
3,06 ml H,O bidest.
25 ul 10% (w/v) Ammoniumpersulfat
5 ul TEMED

Proteine lassen sich aufgrund ihres Molekulargewichts, ihrer Struktur und
Gesamtladung mit Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese auftrennen. Vor dem
Auftrennen wurden die Proteine mit 2xProbenpuffer versetzt und bei 94°C
denaturiert. Durch das im Probenpuffer enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS)
und Mercaptoethanol werden Disulfidbricken in den Proteinen reduziert. SDS ist
ein negativ geladenes Detergenz. Es bindet nicht-kovalent an die hydrophoben
Regionen des Proteins und hebt fast alle nicht-kovalenten Wechselwirkungen auf.
SDS bindet an die Proteine in einem konstanten Masse/Ladungs-Verhaltnis und
uberdeckt mit seiner stark negativen Ladung die Eigenladung des Proteins.
Dadurch ist die Bewegung der Proteine im elektrischen Feld eine lineare Funktion
des Logarithmus ihres Molekulargewichts. Die Auftrennungseigenschaften und
PorengroRe des Polyacrylamidgels hangen von der Acryl- b.z.w. von der
Bisacrylamidkonzentration ab. In der sogenannten diskontinuierlichen
Gelelektrophorese besteht die Gelmatrix aus zwei Teilen. In dem groRRporigen
Sammelgel geringer lonenstarke werden die Proben fokussiert, so daR sie
gleichzeitig in das nachfolgende Trenngel eintreten. Hier findet die eigentliche
Auftrennung bei hoher lonenstérke mit Molekularsiebeffekt statt.
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Beim Giellen des Gels wird Acrylamid mit N°,N"-Methyl-Bisacrylamid
quervernetzt. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von Ammoniumpersulfat
(10% APS (w/v)) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) gestartet und
katalysiert. Die Glasplatten wurden mit Ethanol fettfrei gemacht und geséubert,
die Teflonspacer eingesetzt, das Gel in die Kammerhalter eingeschraubt und in die
GieRapparatur gespannt. Dann wurde das Trenngel bis 2 cm unter den Rand in
den entstandenen Zwischenraum gefullt und mit Wasser tberschichtet, damit eine
maoglichst gleichmalige Polymerisationsfront gewéhrleistet war. Auf das
auspolymerisierte Trenngel (Dauer der Polymerisation: 1/2 h ) konnte nach
AbgielRen des Wassers das Sammelgel geschichtet werden, in das man einen
Teflonkamm einsetzt. Nach Polymerisation des Sammelgels konnte das Gel zur

Elektrophorese eingesetzt werden.

Zur Elektrophorese wurde das Gel senkrecht in eine Laufkammer gespannt und
das Pufferreservoir so weit mit Laufpuffer gefillt, bis der Puffer oben und unten
mit dem Gel in Kontakt stand. Dadurch wurde ein Stromflu3 von der oberen zur
unteren Elektrode durch Gel und Puffer gewéhrleistet. In die Geltaschen wurden
dann 20-30 ul der Proteinlésungen (bis zu 15 pg Protein) eingefillt. Auf einer
Bahn wurden 10 ul Marker aufgetragen. Bei maximaler Stomstarke wurd eine
Spannung von 100 V eingestellt und nach Erreichen der Trenngelschicht auf 200
V erhoht. Die Elektrophorese wurde nach ca. 1 h gestoppt, wenn das im
Probenpuffer enthaltene Bromphenolblau das Ende des Gels erreicht hatte. Das
Gel wurde dann zwischen den Glasplatten herausgenommen, das Sammelgel mit
dem Skalpell abgetrennt und verworfen und das Trenngel entweder fir Western
Blotting eingesetzt oder direkt mit Coomassie Brilliant Blue gefarbt.

4.4  Proteintransfer durch Semi-Dry Western-Blot
(modifiziert nach TOWBIN et al., 1979; BURNETTE, 1981)

Transferpuffer: Tris-HCI 25 mM
Glyzerin 192 mM
Methanol 20% (v/v)
in H2Oqq
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Ponceaus: Ponceau 2%
Essigsaure 2,5%
in HyOgyq

Blockingpuffer: Magermilchpulver 5% (w/v)
in PBS

Nach der Auftrennung durch SDS-PAGE koénnen Proteine mit dieser Methode
elektrophoretisch  aus dem  Trenngel auf eine Membran (z.B.
Nitrozellulosemembran) Ubertragen werden. Die Proteine binden bei niedriger
lonenstérke Uber hydrophobe Wechselwirkungen an die Membran. Da die
Immunreaktivitat trotz Immobilisierung weitgehend erhalten bleibt, konnen die
Proteine immunologisch durch spezifische Antikdrper nachgewiesen werden. Der
Ausdruck "Semi-Dry Blot" bezieht sich auf die Wahl einer speziell konzipierten
Blot-Apparatur, die mit sehr wenig Transferpuffer auskommt. Dieses Verfahren
ist im Gegensatz zum herkémmlichen "Nal3-Blot" Pufferlsung sparend.

FUr den Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran wurde das Gel und die
Membran zundchst fur kurze Zeit in Transferpuffer aquilibriert. Dann erfolgte der
Aufbau des "Blot-sandwiches” direkt auf der Anode der Blotkammer. Da der
Transfer von der Kathode zur Anode erfolgt, hatte das "Blot-Sandwich"” folgenden
Aufbau:

Kathodenplatte

6x3MM Whatman-Papier (getrankt in Transferpuffer)
Trenngel

Membran

6x3MM Whatman-Papier (getrankt in Transferpuffer)
Anodenplatte

Der Transfer erfolgte bei 10 V angelegter Spannung fir 45 Minuten. Nach dem
gelungenen Transfer konnte man die immobilisierten Proteine durch Férben in

PonceauS und abschlieBendem Abspilen mit Wasser sichtbar machen. Die
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Markerspur wurde mit einem Skalpell abgeschnitten und zum Vergleich
aufbewahrt. Die Membran wurd dann sofort in 5%ige PBS-Milch Gberfiihrt und
fur 30 Minuten auf dem Schuttler inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen
abzublocken. Danach konnte eine immunologische Farbung durchgefiihrt werden.

4.5  Immunologischer Nachweis von Proteinen

Die auf der Membran immobilisierten Proteine wurden mit einem spezifischen
Erstantikorper inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit einem

enzymgekoppelten Zweitantikorper der eine Licht- oder Farbreaktion katalysierte.

45.1 Nachweis von Proteinen mit der ,,enhanced chemiluminescence*
(ECL)-Reaktion

Die ECL-Reaktion stellt eine Nachweismethode fiur Peroxidase-gekoppelte
Antikorperbindung im Western Blot dar. Die an den Zweitantikdrper gebundene
Peroxidase oxidiert Luminol in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid. Das dabei
angeregte Luminol fallt unter Lichtemission in den Grundzustand zurtick. Das
Licht ist visuell durch Auflegen eines griinlichtempfindlichen Films nachweisbar.
Die bendtigten Substanzen sind im ECL-Kit (Amersham Pharmacia Biotech)
vorhanden.

Die Membran wurde nach dem Blocken in PBS-Milch unter Zugabe der 1:1000
verdinnten Erstantikorperlosung luftblasenfrei in eine Plastikfolie eingeschweil3t und
entweder 1-2h bei Raumtemperatur oder iber Nacht bei 4°C auf dem Taumler
inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran dreimal kurz in PBS-Puffer mit 0,1%
Tween-20 und anschlieBend nur mit PBS-Puffer gewaschen, um unspezifische
Bindungen wieder zu lésen. Die Inkubation mit dem 1:1000 verdiinnten
ZweitantikOrper erfolgte fur eine Stunde bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde
die Membran dreimal fiir zehn Minuten mit PBS-Puffer gewaschen. Das ECL-Kit
enthilt zwei Losungen, die die Lichtemission ermoglichen, wenn sie zusammen auf
die Membran gegeben werden. Durch Auflegen, anschlieBender Entwicklung und

Fixierung eines grinlichtempfindlichen Filmes (ECL-Hyperfilm, Amersham) in der
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Dunkelkammer wurde die Lichtreaktion dokumentiert und mit einem

Fluoreszenzimager quantifiziert.

4.6  Ex-Vivo-Stimulationsmessung von T- Gedichtniszellen aus Vollblut:
Vollblutassay

(modifiziert nach Suni et al. 1998; Becton Dickinson™)

Der Vollblutassay dient zum quantitativen Nachweis antigenspezifischer,
zytokinproduzierender T-Geddachtniszellen direkt aus Vollblut. Dazu wurde
vendses Blut mit einem Antigen und kostimulierenden Antikorpern (anti-CD28
und anti-CD49d) fir zwei Stunden inkubiert. Um die Zytokinsekretion zu
verhindern, wurde dann Brefeldin A zugefiigt. Nach weiteren vier Stunden
Inkubation wurde EDTA zugegeben, um die Aktivierung zu beenden. Durch die
Zugabe der “BD™ FACS-Lysing Solution” wurden schlieBlich simultan die
Erytrozyten lysiert und die Leukozyten fixiert. Durch Saponinzugabe wurden die
Zellen permeabilisiert. Nach einem Waschschritt konnten die Zellen dann mit
Antikorpern gegen Oberflachenantigene und intrazelluldr gelegene Zytokine
gefarbt werden. Nach Waschen und Fixieren wurden die Zellen mittels

DurchfluBzytometrie analysiert.

4.6.1 Aktivierung der T-Gedéachtniszellen im Vollblut

Das aus einer Armvene entnommene Blut wurd mit Natrium-Heparin versetzt, da
EDTA als Antikoagulans die Aktivierbarkeit der Lymphozyten beeintrachtigt. Um
eine vollstandige Aktivierung der Lymphozyten zu erreichen, wurde das Antigen
mit den kostimulierenden Antikdrpern anti-CD28 und anti-CD49d (Klon L293
und Klon L25.3 BD™ Heidelberg, Deutschland) mit einer Endkonzentration von
1pg/ml eingesetzt und in das Vollblut gegeben. Pro Stimulationsansatz wurden
450ul Vollblut eingesetzt. Es erfolgte eine zweistiindige Inkubation in 15 ml-
Polypropylenréhrchen mit lose aufliegendem Deckel bei 37°C und 5% CO,.
Danach wurde 10pg/ml BrefeldinA zugesetzt. Dadurch wurde der Golgi-Apparat
der Zellen gehemmt und eine Zytokinsekretion verhindert. Nach weiteren vier
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Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurde die Stimulierung mit 2mM
EDTA abgestoppt und die Zellen von der Plastikoberflache geldst. Hierzu wurden
die Zellen nach der EDTA-Zugabe mindestens 10s durchmischt. Nach
zehnminutiger Inkubation bei Raumtemperatur, wurde nach erneutem
Durchmischen “BD™ FACS-Lysing Solution” (9 ml/ ml Vollblut) zugegeben.
Diese diente zur Lyse der Erythrozyten und Fixierung der Leukozyten bei
Raumtemperatur fir 10 min. Nach Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen

abzentrifugiert (1200rpm, Heraeus Megafuge 1.0R).

46.2 Farbung der T-Gedéachtniszellen mit fluoreszenzmarkierten

Antikorpern

Kostimulierende Antikorper:
anti-CD28/anti-CD49d 1:10-Verdlnnung in
sterilem PBS (ohne Mg?*, ohne Ca?%);
Lagerung bei 4°C
BrefeldinA-Lbdsung:
5mg BFA /1ml DMSO (Lagerung bei -20°C)
werden direkt vor Gebrauch 1:10 in sterilem
PBS (ohne Mg?*, ohne Ca*") verdiinnt
EDTA-LOsung:
20mM EDTA in sterilem PBS (ohne Mg*,
ohne Ca?*) pH 7,2-7,4 (NaOH)
FACS Lysing Solution (10x):
Die Losung enthalt Diethylenglykol und
Formaldehyd, vor Gebrauch muss sie 1:10
mit FACS Puffer verdiinnt werden
FACS-Puffer:
5%  FCS (v/Iv)
0,07% NaN3(w/v)
0,5% BSA (w/v)
in sterilem PBS (ohne Mg?*, ohne Ca*")
Saponin-Lésung:
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0,1% Saponin(w/v) in FACS-Puffer
Fixierlosung ,,FACS-Fix*:

8,5 g NaCl

10 g Paraformaldehyd (1%)

H,0q4q ad 1000ml, pH 7,4 (NaOH)

Als Stimulationsmarker von CD4" und CD8"-Lymphozyten dienten IFN-y- und
CD69-Expression. Die IFN-y wird von antigenspezifisch stimulierten CD4" und
CD8" Zellen exprimiert. CD69 ist ein friiher Stimulationsmarker, der von vielen
antigenreaktiven Zellen exprimiert wird, neben T-Zellen auch von NK-Zellen,
Makrophagen und B-Zellen. Eine gleichzeitige Farbung von IFN-y und CD69
erhoht somit die Spezifitdt des Vollblutassays. Pro Stimulationsansatz wurden
zwei Dreifachfarbungen durchgefihrt. Die fixierten Leukozyten wurden mit 2ml
0,1% Saponinlésung fir 10 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach
Waschen in FACS-Puffer wurden die Antikorper im Uberschuss zugegeben: anti-
CD4 oder anti-CD8 (Klon SK3 oder SK1, PerCP-markiert, Becton Dickinson™),
anti-IFN-y (Klon 4S.B3, FITC-markiert, Pharmingen) und anti-CD69 (Klon L78,
PE-markiert, Becton Dickinson™). Die Zellen wurden fur 30 min im Dunkeln
gefarbt, anschlielend mit 3ml FACS-Puffer gewaschen und abzentrifugiert
(1200rpm, Heraeus). Nach Fixieren der Zellen in 100-200pl Fixierldsung konnten

sie im FACScan (Becton Dickinson™) analysiert werden.

4.7 Aufnahme von Proteinen durch Jurkat-T-Zellen bei 4°C und bei 37°C

Zur Analyse der Aufnahme von Versuchsproteinen durch Jurkat T-Zellen wurden
je 100pl einer 5x10° Jurkat T-Zellen/ml Suspension (1640 RPMI mit 10%FCS
und Penicillin und Streptomycin) auf Versuchsréhrchen verteilt. Der Versuch
wurde sowohl bei Koérpertemperatur (37°C) als auch bei 4°C durchgefiihrt. Die
Ansétze der 4°C Versuchsgruppe wurden zum Abkihlen kurz auf Eis gestellt.
AnschlieBend wurde das Versuchsprotein in entsprechender Temperatur
zugegeben und die Ansétze mit einem Vortex grundlich gemischt. Zur Inkubation
wurden die Ansétze fir 60 min in den 4°C-Kihlschrank oder 37°C-Brutschrank

gestellt. Anschlielend wurden die Ansétze durch dreifaches Spilen und
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Abzentrifugieren gewaschen und von Uberschiissigem Protein gereinigt. Die
Analyse der Aufnahme erfolgte dann durchfluBzytometrisch. Als Reporter der

Aufnahme diente die Eigenfluoreszenz des EGFP-Fusionsteils des Proteins.

4.8  DurchfluRzytometrie (FACS-Analyse)

Die DurchfluBzytometrie bzw. FACS-Analyse ("fluorescence activated cell
sorting™) ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen auf der Grundlage von
Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Wéhrend des Messvorgangs werden die
Zellen durch Uberdruck in einem diinnen Rohr stark beschleunigt, so dass sie
beim Eintreten in die Messkammer vereinzelt und am Messpunkt fokussiert
werden (hydrodynamische Fokussierung). Durch gleichzeitige Messung des
Vorwaérts- und des 90°-Seitwartsstreulichtes wird die relative ZellgroRe und die
relative Granularitat von jeder Zelle einzeln bestimmt, die beide direkt mit der
Streulichtintensitat korrelieren. Werden die zu untersuchenden Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Primdr- oder Sekundérantikbrpern markiert,
erfolgt durch einen Argon-Laser, der Licht mit einer Wellenlange von 488nm
generiert, eine Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe. Das emittierte Licht kann
Uber ein optisches System gemessen werden. Zur Beurteilung der Ergebnisse
wurde das Histogramm bzw. das Punkt-Wolkendiagramm der Fluoreszenzen 1
(FL1) fir FITC (Fluorescein-isothiocyanat) oder EGFP (enhanced green
fluorescent protein), Fluoreszenz 2 (FL2) fur PE (Phycoerythrin) und Fluoreszenz
3 (FL3) fur PE-Cy5 (Phycoerythrin mit kovalent gebundenem Cyanin 5)
verwendet. Die Messung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des CellQuest™

Programms Version Mac AppR 3.0.1. am FACScan (Becton Dickinson).

4.8.1 Auswertung der FACS-Daten

Die Blutzellen gliedern sich beim Auftragen von Vorwartsstreulicht gegen
Seitwaértsstreulicht im Punkt-Wolken-Diagramm in klar abgrenzbare Populationen
aus Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten (vgl. Abb. 4.1). Zelldebris und

Erythrozyten lassen sich ob ihrer starken Seitwértsstreuung bei geringer
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Vorwartsstreuung leicht abgrenzen. Das so gewonnene Ubersichtsbild wiirde
jedoch das Mal an verarbeitbarer Information tberschreiten, weshalb man den
auszuzahlenden Bereich auf das fir Lymphozyten zu erwartetende
Streulichtmuster eingrenzt. Ein um diese Population gelegter Rahmen definiert
ihn. Hier erfasste Zellen kdnnen nun anhand der gebundenen und spezifisch
fluoreszierenden Antikdrper in weitere Populationen differenziert werden. Ein
CD8 oder CD4 Antikorper (vgl. 2.6.) ermdglicht es die unterschiedlichen T-
Lymphozyten-Populationen abzugrenzen (R2) und alle in dem Bereich von R2
enthaltene Zellen auf ihre Zytokin- und Oberflachenproteinexpression zu
untersuchen. Um eine aussagekraftige Menge zu erhalten, wurden bei
Stimulationsversuchen mindestens 25.000 Zellen in diesem Bereich analysiert, bei

Aufnahmeversuchen mindestens 10.000 Zellen.
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Abb. 4.1. FACS Auswertung: Die Gesamtheit der Messergebnisse (A) kann entsprechend

ihrer  Eigenschaften  (GroRe/Vorwartsstreulicht und  Granularitat/Seitwartsstreulicht) — den
verschiedenen Blutzellgruppen zugeordnet werden. Der fur die Untersuchung von Lymphozyten
interessante Bereich (B) wird detailliert ausgezéhlt. Die genauere Eingrenzung kann dann mit einem

flexiblen Auswahlrahmen R1 (C) geschehen. Innerhalb dieser Population lassen sich dann jeweils
CD8'/CD4" Zellen von den Restlichen durch die Detektion der spezifische Fluoreszenz in einem
weiteren Auswahlrahmen R2 abtrennen (D). Diese cD8" oder CD4" Lymphozyten koénnen

schlieBlich weitergehend auf unterschiedliche Fluoreszenzen untersucht werden (E). Anti-IFN-y und

anti-CD69 positive, also frisch stimulierte Zellen befinden sich hier im oberen rechten Quadranten

und werden ausgezéhilt.
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5. Ergebnisse

Die Immunitét gegen einen spezifischen Erreger wird durch eine Kombination aus
zelluldrer und humoraler Immunantwort vermittelt. Bei Vakzinen auf Proteinbasis
werden die immunogenen Peptide vorwiegend im Kontext mit MHC II-
Molekdlen présentiert. Dadurch werden uUberwiegend Th2-vermittelte, humorale
Immunantworten induziert. Eine effiziente Prasentation von exogenen antigenen
Peptiden im Kontext von MHC I-Molekiilen verbessert hingegen die Stimulation
von CD8" T-Zellen, und somit die Effizienz des zelluliren Arms der
Immunantwort. Eine verbesserte Prasentation von exogenen Antigenen im
Kontext von MHC I-Molekilen ist daher fir die Entwicklung effektiver
Proteinimpfstoffe relevant.

Ein erster zentraler Schritt in der (,,Kreuz-*) Présentation eines exogenen,
antigenen Peptids im Kontext von MHC I-Molekdlen ist die Aufnahme des
Antigens in spezialisierte APC. Translokatorische Proteine und ,,Protein-
Transduktions-Doméanen® (PTD) kdnnen wegen ihres hohen isoelektrischen
Punktes eine effiziente Aufnahme in die Zellen vermitteln. An sie gekoppelte
Immunogene konnten erfolgreich im Kontext von MHC I-Molekilen prasentiert
werden (Schultze-Redelmeier et al. 1996, Pietersz et al. 2001). Ein mdogliches
translokatorisches Protein stellt das Tegumentprotein pp65 des HCMV dar
(Schmolke et al. 1995, Gallina et al. 1996). Es konnte bereits gezeigt werden, dass
pp65 ohne de novo Synthese alleine durch Freisetzung des Virions tiber MHC |
kreuzprésentiert werden kann (Tabi et al. 2001). Allerdings ist die Présentation
von pp65 im Kontext von MHC | durch HCMV-infizierte DCs ineffizient (Arrode
et al. 2002). Es erscheint daher wahrscheinlich, dass pp65 effizient durch nicht-
HCMV-infizierte DC aufgenommen und kreuzprésentiert wird. Pp65 verfligt mit
seinem kationischen NLS potentiell Uber translokatorische Eigenschaften, die eine
verbesserte Aufnahme in Zellen vermitteln kénnen (siehe auch 2.2.2). Es ist
bisher jedoch nicht geklart, ob dies auch unabhdngig von Virionen geschehen
kann. Es sollte daher in dieser Arbeit untersucht werden ob ein pp65-EGFP
Fusionsprotein effizient aufgenommen wird. Die Aufnahmeeffizienz der pp65-

Fusionsproteine sollte mit der Aufnahmeeffizienz etablierter Transduktions-
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doménen verglichen werden. Die Eigenfluoreszenz des fusionierten EGFP sollte
hierbei als Reporter dienen. Es sollte dann untersucht werden, ob rekombinantes
pp65 alleine in der Lage ist HCMV-spezifische CD8" und CD4" T-
Gedachtniszellen zu stimulieren. Eine mittels Durchfluf3zytometrie messbhare
Stimulation von HCMV-spezifischen CD8" und CD4" T-Gedachtniszellen durch
rekombinantes pp65 musste méglich sein, da pp65 ein immundominantes Antigen
in der HCMV-spezifischen CD8" und CD4" T-Zellantwort ist (Riddell et al. 1991,
McLaughlin-Taylor et al. 1994, Beninga et al 1995, Wills et al. 1996, Khattab et
al. 1997, Gyulai et al. 2000) und 70-90% aller HCMV-spezifischen CTL
aktivieren kann (Wills et al. 1996). Schliellich sollte untersucht werden, ob die
Fusion von pp65 mit den etablierten Proteintransduktionsdomanen (PTD) tatPTD
oder antpHD eine Steigerung der pp65-spezifische T-Geddchtniszellantwort

ausldsen kann.

5.1 Expression der pp65-, PTD- und EGFP-Fusionsproteine in
SF158 Zellen

Die fir die Aufnahme- und Stimulationsversuche (Vergl. 4.6 und 4.7)
notwendigen Fusionsproteine sollten in  Zellkulturen von Spodoptera frugiperda
(SF158) exprimiert werden. Um dies zu ermdglichen wurden die rACMNPV-
Expressionsvektoren fir pp65-EGFP, tatPTD-EGFP, antpHD-EGFP, EGFP,
pp65, tatPTD-pp65 und antpHD-pp65 durch Lipofektion zusammen mit dem
Baculo-Gold™ Vektor in SF158 Zellen transfiziert (Alle Vektorkonstrukte
wurden freundlicherweise von Dr. Nicoletta Scheller, Institut fiir Virologie,
Universitat des Saarlandes, zur Verfugung gestellt). Die hierbei durch homologe
Rekombination entstandenen Viren sind zur autonomen Vermehrung und zur
Expression von Proteinen in SF158 Zellkulturen beféhigt. Die sterilfiltrierten
Uberstande solcher Ansatze wurden nach Expansion durch Aussahen auf SF158
Zellkulturen zur Infektion von 300ml SF158 Zellen genutzt (s.a. 4.2). 54h post
infectionem erfolgte die Zellernte und Lyse unter sterilen Bedingungen. Die
Lysate wurden in RPMI 1640 oder PBS aufgenommen. Um eine homogen
Proteinldsung zu erhalten wurden sie in einem Gefall gesammelt und gemischt.

AnschlieBend wurden sie aliquotiert und bei -70°C gelagert. In Western-Blot
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Analysen konnten die Fusionsproteine nachgewiesen und deren Konzentrationen
bestimmt werden (5.1.1 ff.).

5.1.1 Vergleich der Proteinlosungen auf ihren EGFP- und pp65-
Gehalt mittels Western Blot Analysen

Zum Abgleichen der Konzentrationen wurden jeweils drei Verdiinnungsstufen der
Proteinstammldsungen von EGFP, pp65-EGFP, tatPTD-EGFP, antpHD-EGFP im
Western Blot analysiert. Zur Detektion von EGFP wurde ein anti-EGFP-
Antikorper (Roche) und ein anti-Maus-Fc-Antikorper eingesetzt. Die Fluoreszenz
der antikorpermarkierten Proteine wurde zur Bestimmung der relativen
Proteinkonzentration mit Hilfe des Vilber Lourmat BIOID V6.31-Protein-
Quantifizierungs-Programms genutzt (Abb. 5.1). Als Vergleichslésung diente eine
EGFP Losung mit bekannter Stoffmengenkonzentration von 121 nM (Institut fur
Virologie, Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg). Tabelle 5.1 gibt die
Konzentrationen der EGFP-Fusionsproteine wieder. In den nachfolgenden
Experimenten wurden von den einzelnen rekombinanten Proteinen Verdiinnungen

in gewiinschter Stoffmengenkonzentration aus diesen Stammldsungen hergestellt.

(A)GST-HIS-EGFP pp65-EG FP

A — —

(B) wt EGFP antpHD-EG FP tatPTD-EG FP

Abb. 5.1 Quantifizierung der EGFP-Fusionsproteine: In Western-Blot Analysen wurden pp65-
EGFP (A), tatPTD-EGFP (B), EGFP (B) und antpHD-EGFP (B) in drei Verdlinnungsstufen (100%,
50% und 25%) mit Antikdrper gegen EGFP und einem Peroxidase-gekoppeltem Zweitantikdrper
detektiert. Die Stoffmengenkonzentrationen wurde anhand der Vergleichslosung GST-HIS-EGFP
(121 nM) (A) densiometrisch bestimmt.
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Tab. 5.1 EGFP-Stoffmengenkonzentration der Stammlésungen.
Rekombinantes Protein nM
EGFP 219
pp65-EGFP 8
tatPTD-EGFP 313
antpHD-EGFP 99
5.1.2 Vergleich der Proteinlosungen auf ihre pp65-Konzentration

mittels Western-Blot Analysen

Zum Abgleichen der Konzentration wurden jeweils drei Verdinnungsstufen der
Proteinstammldsung von pp65, tatPTDpp65, antpHDpp65 und kommerziellem
HCMV-Fibroblastenlysat im Western Blot analysiert. Zur Detektion von pp65
wurde ein anti-pp65-Antikérper (NovoCastra) und ein Peroxidase-gekoppelter
anti-Maus-Fc-Antikorper eingesetzt. Die Fluoreszenz der markierten Proteine
wurde zur densiometrischen Bestimmung der relativen Proteinkonzentration mit
Hilfe des Vilber Lourmat BIOID V6.31-Protein-Quantifizierungs-Programmes
genutzt (Abb. 5.2). Tabelle 5.2 gibt die Konzentrationen der pp65-Fusionsproteine
wieder. Die pp65-Fusionsproteine wurden in entsprechenden Verdinnungen

dieser Stammldsungen in den weiteren Versuchen eingesetzt.

Tab. 5.2 pp65-Stoffmengenkonzentration der Stammlésungen.
Rekombinantes Protein nM
pp65 546
antpHDpp65 293
tatPTDpp65 1845
pp65 in HCMV-Lysat 85
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pp65-EGFP  tatPTD-pp65

(A) ‘

HCMV-Lysat tatPTD-pp65  pp65 2
‘ 5
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HCMV-Lysat antpHD-pp65
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CMV-
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Abb. 5.2 Quantifizierung der pp65-Stoffmenge der pp65-Fusionsproteinlosungen und des
kommerziellen HCMV-Lysats.

Das pp65 des HCMV-Fibroblastenlysats (B,C), pp65-EGFP (A), tatPTD-pp65 (B), pp65 (B) und
antpHD-pp65 (C) wurden in Western Blot Analysen in drei Verdlinnungsstufen (100%, 50% und
25%) mittels eines anti-pp65 Antikorpers und eines Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorpers
detektiert. Die Stoffmengenkonzentrationen wurden im densiometrischen Abgleich zu 8nM pp65-
EGFP (A) bestimmt.
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5.2 Optimierung der Stimulation von HCMV-spezifischen CD4"
und CD8" T-Ged:ichtniszellen aus Vollblut

In einem zur Stimulation von HCMV-spezifischen T-Gedéchtnsizellen
optimierten  Ex-Vivo-Stimulationsassays  sollte  untersucht werden, ob
rekombinantes pp65 zu einer effizienten Stimulation HCMV-spezifischer CD4"
und CD8" T-Gedachtniszellen filhren kann. AuRerdem sollte untersucht werden,
welchen Einfluss mit pp65 fusionierte PTDs auf die Présentation von pp65 im
MHC I- und MHC 11-Weg haben. Die rekombinant in Insektenzellen exprimierten
Antigene tatPTD-pp65, antpHD-pp65 und pp65 (Siehe 5.1) sollten hierzu in
einem Ex-Vivo-Stimulationsassay gegenibergestellt werden (Siehe. 4.8). Im Ex-
Vivo-Stimulationsassay wurden 450ul heparinisiertes Vollblut eines Probanden
mit den kostimulierenden  AntikOrpern anti-CD28 und anti-CD49d
(Endkonzentration: 1pg/ml) und dem Immunogen fur vier Stunden bei 37°C und
5% CO, inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fixiert, gewaschen und mit
anti-Interferon-y-, anti-CD69- und wahlweise anti-CD4- oder anti-CD8-

Antikorper gefarbt. Die Auswertung erfolgte schlieRlich durchfluf3zytometrisch.

Zunachst sollte nun ein geeignetes Medium und eine geeignete
Antigenkonzentration zur optimierten Stimulation von HCMV-spezifischen T-

Gedéachtniszellen bestimmt werden.

5.2.1 Hohere Antigenkonzentration und RPMI 1640 als Medium
verbessern die Stimulation HCMV-spezifischer CD4" und
CD8" T-Gedichtniszellen

Um den Einfluss des Mediums und der Antigenkonzentration auf die HCMV-
spezifische Stimulation von CD4" und CD8" T-Gedachtniszellen zu untersuchen,
wurde Blut von einem HCMV-positiven® Probanden entnommen und mit
kommerziellem, pp65-haltigem HCMV-Fibroblastenlysat (Bio Whittaker) in
unterschiedlichen Konzentrationsstufen ex vivo stimuliert. Das kommerzielle

HCMV-Fibroblastenlysat mit der pp65-Endkonzentration 2,7nM wurde hierzu mit

! Bei allen untersuchten Probanden wurde der HCMV-Status durch serologische Untersuchung
(1gG-Antikdrper-Test, Abbot Diagnostics) verifiziert.
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RPMI 1640 oder PBS auf die pp65-Endkonzentrationen 1,4nM, 1,2nM und 0,9nM

verdinnt.
A
=
=
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@ Il CD4+* T-Zellen
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Abb. 5.3 Titration von HCMV-Antigen zur optimierten Stimulation von T-Zellpopulationen
eines HCMV-positiven Probanden. 450l Vollblut eines HCMV-positiven Probanden wurden
mit kommerziellem HCMV-Fibroblastenlysat stimuliert. Die pp65-Endkonzentrationen in
Ansédtzen mit kommerziellem HCMV-Fibroblastenlysat betrug unverdiinnt 2,7 nM. Die pp65-
Endkonzentration wurde wahlweise durch Zugabe von RPMI 1640 und PBS auf 1,4 nM, 1,2 nM
und 0,9 nM verdinnt. Der Anteil stimulierter CD4" und CD8" T-Gedichtniszellen ist in

Abhangigkeit der Antigenkonzentration und des eingesetzten Mediums aufgetragen.

Das in RPMI 1640 geloste HCMV-Antigen fiihrte bei allen pp65-
Konzentrationsstufen zu einer besseren Stimulation als das in PBS geldste
Antigen. Die Frequenz stimulierter CD4" T-Gedéchtniszellen war in den Ansétzen
mit RPMI 1640 um bis zu 540% und die Frequenz stimulierter CD8" T-
Gedachtniszellen um bis zu 285% groRer als in den gleichkonzentrierten Ansatzen
mit PBS. Die effizienteste Stimulation wurde mit unverdinntem HCMV-Fibro-
blastenlysat erreicht (2,2% CD4" T-Zellen/ 3,8% CD8" T-Zellen; Abb. 5.3). Bei
sinkender Antigenkonzentration sank sowohl in den Ansédtzen mit PBS als auch in
den Ansadtzen mit RPMI 1640 die Frequenz stimulierter T-Gedachtniszellen. Fir
die nachfolgenden Versuche wurden daher die rekombinant in Insektenzelllinien
hergestellten Antigene konzentriert und in RPMI 1640 geldst eingesetzt.
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5.2.2 Zur Stimulation HCMV-spezifischer CD4" und CD8" T-
Gediichtniszellen geniigen 4,4nM pp65, antpHD-pp65 und
tatPTD-pp65

Ziel des Versuchs war es, zu bestimmen, bei welcher Antigenkonzentration
sowohl pp65, als auch antpHD- und tatPTD-pp65 eine zuverlédssige Stimulation
HCMV-spezifischer T-Geddachtniszellen erreicht. Neben drei HCMV-positiven
Probanden (Abb. 5.4, Tab. 5.3) wurde bei zwei HCMV-negativen Probanden die
Frequenz der stimulierten CD4" und CD8" T-Gedachtniszellen gemessen (Abb.
5.4). Als Medienkontrolle wurde RPMI 1640 ohne Antigen eingesetzt, als
Expressionssystemkontrolle diente das Lysat von Wildtypvirus Autographa
californica Polyhedrosisvirus-infizierten SF158 Zellen. Pp65 wurde in den
Endkonzentrationen 2,2nM, 4,4nM, 8,8nM, 22nM und 44nM, TatPTD-pp65 in
den Endkonzentrationen 4,8nM, 9,6nM, 19nM, 48nM und 91nM und antpHD-
pp65 in den Endkonzentrationen 1,1nM, 2,2nM, 4,4nM, 11nM und 22nM zur
Stimulation eingesetzt. Es wurden jeweils vier der finf Antigen-
Konzentrationsstufen pro Proband eingesetzt. In drei Ansétzen erreichten die
ausgezéhlten Zellen nicht die minimal erforderliche Anzahl auswertbarer Zellen
(s.a. 4.8.1). Sie wurden nicht zur Auswertung herangezogen.

Bei beiden HCMV-seronegativen Probanden stimulierten pp65, antpHD-pp65,
tatPTD-pp65 weder CD4" noch CD8" T-Zellen (Abb. 5.4). Die Stimulation der
drei HCMV-seropositiven Probanden durch pp65, antpHD-pp65 und tatPTD-pp65
erreichte eine Frequenz von 0,1% bis 0,6% stimulierter CD4" T-Zellen (Tab. 5.3).
Die Frequenz stimulierter CD4" T-Zellen war bei allen drei Probanden
vergleichbar und stieg auch bei deutlich héheren Antigenkonzentrationen nicht
weiter an. Bei einem Probanden war die Frequenz stimulierter CD4" T-Zellen in
allen drei hochstkonzentrierten Ansatzen am niedrigsten. Bereits 4,4nM pp65,
antpHD-pp65 und 4,8nM tatPTD-pp65 konnten HCMV-spezifische CD4" T-

Gedéachtniszellen zuverldssig stimuliert werden.

Beziiglich der Stimulation der CD8" T-Gedachtniszellen zeigte sich, dass eine
deutlichen Variabilitdt sowohl zwischen den drei eingesetzten Immunogenen

pp65, tatPTD-pp65 und antpHD-pp65, als auch interindividuell bestand
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(Abb.5.4). Bereits mit den niedrigsten eingesetzten Endkonzentrationen von
2,2nM pp65, 1,1nM antpHD-pp65 und 4,8nM tatPTD-pp65 konnten HCMV-
spezifische CD8" T-Gedichtniszellen messbar stimuliert werden. Bei einem
Probanden  stagnierte  allerdings  zwischen den  beiden  hochsten
Konzentrationsstufen von tatPTD-pp65 und pp65 die Frequenz der stimulierten
CD8" T-Zellen (Abb. 5.4). Die Frequenz stimulierter HCMV-spezifischer CD8"
T-Zellen nahm mit steigender Antigenkonzentration von pp65 und tatPTD-pp65
meist zu. Bei Stimulation mit 11nM und 22nM antpHD-pp65-Endkonzentration
fiel oder stagnierte hingegen bei allen drei Probanden die Frequenz stimulierter
CD8" T-Zellen. Bei Stimulation mit 4,4nM antpHD-pp65 wurde bei zwei
Probanden die maximale Stimulation erreicht. Da auch pp65 und tatPTD-pp65 bei
einer Endkonzentration von 4,4nM respektive 4,8nM HCMV-spezifische CD4"
und CD8" T-Gedachtniszellen zuverléssig stimulierten, wurde in den folgenden

Stimulationsversuchen 4,4 nM Antigen eingesetzt.
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Abb. 5.4 Antigenlosung einer Konzentration von 4,4/4,8nM stimuliert zuverlissig CD8' T-

Gedachtniszellen.

Es sollte eine Antigenendkonzentration bestimmt werden, bei der es zu einer

zuverlassigen Stimulation HCMV-spezifischer T-Gedachtniszellen kommt. Hierzu wurden pp65 (2,2 - 44
nM), tatPTD-pp65 (4,8 - 91nM) und antpHD-pp65 (1,1 - 22nM) zur Stimulation im Ex-Vivo-
Stimulationsassay eingesetzt. Es wurden drei HCMV-positive Probanden und zwei HCMV-negative

Probanden stimuliert. Die Frequenz stimulierter CD8* T-Zellen ist in Abhéngigkeit von Proband,

eingesetztem Antigen und Antigenendkonzentration als verbundene Punktelinie dargestellt.

Tab. 5.3 Titration der Stimulation von CD8" und CD4" T-Zellen durch pp65-Fusionsproteine.

Antigen [nM] Frequenz stimulierter Frequenz stimulierter
CDS8" T-Zellen [%)] CD4" T-Zellen [%)]
] A X ] A X
ppo65 2,2 1,0 - - 0,1 - -
4,4 1,3 0,3 0,2 0,2 0,5 0,1
8,8 1,2 0,3 14 0,1 0,6 0,2
22 1,9 0,4 1,7 0,2 0,5 0,1
44 - 0,8 1,7 - 0,3 0,1
tatPTD-pp65 4,8 1,5 - - 0,1 - -
9,6 1,7 1,0 1,6 0,1 0,6 0,3
19 - 1,2 1,4 0,1 0,5 0,1
48 2,6 1,7 1,9 0,1 0,5 0,1
91 - - 1,9 - 0,3 0,2
antpHD-pp65 1,1 0,2 - - 0,1 - -
2,2 0,7 0,4 0,3 0,2 0,4 0,1
4,4 0,9 0,6 - 0,1 0,5 0,1
11 0,8 0,5 0,4 0,1 0,4 0,1
22 - 0,5 0,4 - 0,4 0,1




Ergebnisse Kapitel 5

53 Rekombinantes, in SF158 Zellen exprimiertes pp65 stimuliert
CD8" T-Gedichtniszellen genauso effektiv wie HCMV-
Fibroblastenlysat

Ein mdogliches translokatorisches Protein stellt das Tegumentprotein pp65 des
HCMYV dar (Siehe 2.2.2). Als ein immundominantes Antigen des HCMV spielt es
eine zentrale Rolle in der HCMV-spezifische CD8" und CD4" T Zell-Antwort
(Riddell et al. 1991, McLaughlin-Taylor et al. 1994, Beninga et al. 1995, Wills et
al. 1996, Kern et al. 1997, Gyulai et al. 2000). Es konnte bereits gezeigt werden,
dass pp65 ohne de novo Synthese alleine durch Freisetzung des Virions Uber
MHC | kreuzprasentiert werden kann (Tabi et al. 2001). Es ist bisher allerdings
nicht geklart, ob dies auch unabhangig von Virionen geschehen kann. In diesem
Versuch sollte daher untersucht werden, ob rekombinantes, in Insektenzelllinien
exprimiertes pp65 im Vergleich zu virionhaltigem HCMV-Antigen in der Lage ist
sowohl HCMV-spezifischer CD4", als auch CD8" T-Gedichtniszellen zu
stimulieren. In einem Ex-Vivo-Stimulationsassay (Siehe 4.8) wurde daher ein
kommerzielles HCMV-Fibroblastenlysat (Bio Whittaker) dem rekombinanten
pp65 gegeniibergestellt.

Vollblut dreier HCMV-seropositiver Probanden wurden mit rekombinantem pp65
oder mit kommerziellem HCMV-Lysat einer pp65-Konzentration von 4,4nM
(Vgl. 5.1.2) stimuliert. Fir beide Immunogene wurden je Proband drei
verschiedene Ansdtze gemessen. Als Medienkontrolle wurde RPMI 1640 ohne
Antigen eingesetzt, als Expressionssystemkontrolle des rekombinanten pp65
diente das Lysat von Wildtypvirus Autographa californica Polyhedrosisvirus
infizierten SF158 Zellen. Nicht-infiziertes Fibroblastenlysat diente als
Expressionssystemkontrolle des kommerziellen HCMV-Fibroblastenlysats.
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Rekombinantes pp65 konnte bei allen drei Probanden zuverldassig HCMV-
spezifische CD4" T-Gedéachtniszellen stimulieren. Allerdings stimuliert das
Virionen enthaltende, kommerzielle HCMV-Fibroblastenlysat CD4" T-
Gedéachtniszellen bei allen drei Probanden effizienter als rekombinantes pp65
(Abb. 5.5, Tab 5.3). pp65 stimulierte nur einen relativen Anteil von 7-29% der
von kommerziellem HCMV-Fibroblastenlysat  stimulierten CD4" T-

Gedachtniszellen.
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Abb. 5.5 Rekombinantes pp65 stimuliert verglichen mit kommerziellem HCMYV-
Fibroblastenlysat einen geringeren Anteil der HCMYV-spezifischen CD4" T-Gediichtniszellen.
Im Ex-Vivo-Stimulationsassay wurde die HCMV-spezifische Stimulation der CD4" T-
Gedachtniszellen dreier Probanden durch HCMV-Fibroblastenlysat oder rekombinantes pp65
gemessen. Die Frequenz stimulierter CD4* T-Zellen ist als Balken fir beide Antigene in

Abhangigkeit des Probanden dargestellt.

Tab. 5.3 Stimulation der HCMYV-spezifischen CD4" T-Gedichtniszellen durch HCMYV-
Fibroblastenlysat oder rekombinantes pp65. Frequenz der Interferon-y und CD69 positiven
Lymphozyten an allen Zellen im CD4" Lymphozyten Gate. Je Antigen wurden drei Ansitze
gemessen. Angegeben ist der Mittelwerte der drei Ansatze und das Verhéltnis der Frequenzen der

durch pp65 oder HCMV-Fibroblastenlysat stimulierten Zellen.

HCMV pp65 pp65/HCMV
Proband 9 7,71% 0,51% 7%
Proband 11 2,9% 0,33% 11%
Proband 12 0,49% 0,14% 29%
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Im Gegensatz hierzu (Vgl. Abb.5.5) werden HCMV-spezifische CD8" T-
Gedachtniszellen von rekombinantem pp65 effizient stimuliert (Abb. 5.6, Tab
5.4). Rekombinantes pp65 ubertraf HCMV-Fibroblastenlysat sogar bei einem
Probanden um das zweifache. Losliches, rekombinantes pp65 stimuliert HCMV-
spezifische T-Gedachtniszellen also unabhdngig von Virionen zuverl&ssig.
HCMV-spezifische CD8" T-Gedéchtniszellen werden von rekombinantem pp65

ebenso effektiv wie von virionhaltiges HCMV-Fibroblastenlysat stimuliert.
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Abb. 5.6 Verglichen mit HCMYV-Fibroblastenlysat stimuliert rekombinantes pp65
effizient CD8" T-Gedichtniszellen. Im Ex-Vivo-Stimulationsassay wurde die Stimulation
HCMV-spezifischer CD8" T-Gedachtniszellen dreier Probanden durch HCMV-
Fibroblastenlysat oder rekombinantes pp65 gemessen. Je Antigen wurden drei Ansatze
gemessen. Der Mittelwert der Frequenzen stimulierter CD8* T-Zellen ist als Balken fiir beide

Antigene in Abhédngigkeit des Probanden dargestellt.

Tab. 5.4 Stimulation der HCMV-spezifischen CD8" T-Gedichtniszellen durch HCMYV-
Fibroblastenlysat oder rekombinantes pp65. Frequenz der Interferon-y und CD69 positiven
Lymphozyten an allen Zellen im CD8" Lymphozyten Gate. Je Antigen wurden drei Ansitze
gemessen. Angegeben ist der Mittelwerte der drei Ansétze und das Verhaltnis der Frequenzen

der durch pp65 oder HCMV-Fibroblastenlysat stimulierten Zellen.

HCMV  pp65 pp65/HCMV
Proband 9 0,68% 0,37% 54%
Proband 11 1,05% 2,37% 225%
Proband 12 1,6% 0,87% 54%
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5.4 pp65-EGFP wird effizienter als tatPTD-EGFP oder antpHD-
EGFP in Jurkat T-Zellen aufgenommen

Die effiziente Aufnahme eines Antigens in spezialisierte APC ist ein zentraler
Schritt in der Kreuzprésentation eines exogenen antigenen Peptids im Kontext von
MHC [I-Molekiilen. Translokatorische Proteine und ,,Protein-Transduktions-
Doménen* (PTD) konnen eine effiziente, rezeptorunabhdngige Aufnahme in
humane Zellen vermitteln (Vives et al. 1997 (1+2), Derossi et al. 1996, Schultze-
Redelmeier et al. 1996, Pietersz et al. 2001). Mit ihrem polykationischen NLS
stellt das Tegumentprotein pp65 des HCMV ein potentielles translokatorisches
Protein dar (Schmolke et al. 1995, Gallina et al. 1996). Es sollte daher in diesem
Versuch untersucht werden, ob pp65 im Vergleich zu den etablierten PTDs
antpHD und tatPTD effektiv aufgenommen wird. Ansétze zu 5x10° Jurkat T-
Zellen in Suspension (RPMI 1640 mit 10% FCS und Penicillin-Streptomycin)
wurden hierzu mit 1, 10, 100, 200 oder 500ul der 8nM Proteinlésungen fir eine
Stunde inkubiert. VVor der Messung im FACScan'™ wurden die Zellen durch drei
Spul- und Zentrifugierschritte gewaschen und von Uberschissigem Protein
gereinigt. Um die Genauigkeit der Messung zu verbessern, wurden jeweils zwei
gleiche Ansétze gemessen und gemittelt. Zur Z&hlung der Zellen, die EGFP oder
Fusionsprotein positiv sind, wurde die Fluoreszenz des EGFP genutzt (Vgl. 4.7
und 4.8). Um zwischen aktiver Aufnahme durch Endozytose und passiver
Aufnahme zu unterscheiden, wurde der Versuch sowohl bei 4°C als auch bei 37°C
durchgefuhrt, da bei einer Versuchstemperatur von 4°C aktive Transportprozesse
zum Erliegen kommen. Ein Transport in das Zellinnere findet bei dieser
Temperatur energieunabhangig statt (Pastan 1.H. und Willingham M.C. 1981). Als
Mediumkontrolle wurde RPMI 1640 ohne rekombinante Proteine eingesetzt.

Bei beiden Temperaturen war der Anteil EGFP-positiver Zellen in den Ansatzen
mit pp65-EGFP am groten und Ubertraf den Anteil der EGFP-positiven Zellen
der Ansatze mit EGFP, tatPTD-EGFP und antpHD-EGFP. Bei 4°C erreichte
pp65-EGFP bei allen eingesetzten VVolumina den grofiten prozentualen Anteil von
bis zu 3,1% EGFP-positiver Zellen (Abb. 5.7). Es wurden zweifach so viele
EGFP-positive Zellen gemessen wie in den Ansédtzen mit tatPTD-EGFP (bis zu
1,5%) und vierfach so viele wie in den Anséatzen mit antpHD-EGFP (bis zu 0,7%).
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Bei tatPTD-EGFP, antpHD-EGFP und pp65-EGFP zeigte sich ein zunehmender
Anteil EGFP-positiver Jurkat T-Zellen mit steigender Proteinkonzentration. Bei
Transduktionsdoménen- oder pp65-gekoppeltem EGFP wurden auch bei 4°C
EGFP-positive Jurkat T-Zellen gemessen. Hingegen wurde ungekoppeltes EGFP
selbst bei 500ul 8nM Losung nur in 0,3% der Zellen nachgewiesen. Bei 37°C
Versuchstemperatur und 100l 8nM Proteinlésung wurde pp65-EGFP in maximal
31% der Jurkat T-Zellen nachgewiesen (vergl. Abb.5.7). Pp65-EGFP wurde somit
achtzehnfach so haufig nachgewiesen wie tatPTD-EGFP (1,8% bei 500ul 8nM
Losung) und vierzehnfach so haufig wie antpHD-EGFP (2,2% bei 500l 8nM
Losung). Wahrend fur tatPTD-EGFP, antpHD-EGFP und EGFP mit steigender
Proteinmenge eine steigenden Anzahl fluoreszenzpositiver Zellen zu messen war,
erreichte pp65-EGFP bei 100ul 8nM Losung bereits die grofite Anzahl EGFP-
positiver Zellen. Diese fiel mit weiter steigendem Volumen wieder ab (Abb. 5.7).

Die eingesetzten Transduktionsdoménen tatPTD und antpHD fiihrten gegeniiber
ungekoppeltem EGFP zu einer Steigerung des Anteils der EGFP-positiven Jurkat-
T-Zellen. EGFP konnte aber bei Weitem nicht in allen Zellen nachgewiesen
werden. An pp65 fusioniertes EGFP fuhrte auch im Vergleich zu dem an tatPTD
oder antpHD fusioniertem EGFP zu einer deutlichen Zunahme der EGFP-

positiven Jurkat T-Zellen, sowohl bei 4°C als auch bei 37°C.
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Versuchstemperatur: 4°C
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Versuchstemperatur: 37°C
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Abb. 5.7 pp65-EGFP wird durch Jurkat T-Zellen effizienter aufgenommen als tatPTD-
EGFP, antpHD-EGFP und EGFP. Bei diesem Versuch wurden jeweils 2 Ansatze zu je 100ul mit
5x10° Jurkat T-Zellen mit 1, 10, 100, 200 und 500p! von 8nM EGFP/EGFP-Fusionsproteinen fiir
ein Stunde inkubiert. Anschlieend wurden die Ansétze von freiem Protein gereinigt und die
Anzahl EGFP-positiver Zellen im FACS gemessen. Die Fluoreszenz des EGFP diente als Marker
der Aufnahme. Die Exposition erfolgte fiir eine Gruppe bei 37°C und fur die andere bei 4°C. Bei
4°C kommen aktive Transportprozesse vollstandig zum Erliegen. Der Anteil EGFP-positiver
Zellen ist als Balken in Abhéangigkeit des eingesetzten 8nM Losungsvolumens und EGFP-

Fusionsproteins aufgetragen.
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5.5 Rekombinantes pp65 stimuliert HCMYV-spezifische CD8" und
CD4" T-Gedichtniszellen genauso effizient wie tatPTD-pp65
und antpHD-pp65

Epitope von Impfstoffen auf Proteinbasis werden vorwiegend im Kontext von
MHC II-Molekdilen prasentiert, wodurch vor allem humorale Immunantworten
induziert werden. Eine CTL-Antwort kann eher durch Kopplung an PTDs oder
translokatorische Proteine hervorgerufen werden, da derartige Immunogene im
MHC I-Kontext kreuzprésentiert werden. Fur antpHD und tatPTD konnte bereits
eine verbesserte Prasentation von an sie fusioniertem Antigen im Kontext von
MHC | gezeigt werden (Schultze-Redelmeier et al. 1996, Pietersz et al. 2001).
Rekombinantes, in SF158 Insektenzellen exprimiertes pp65 wird effizient von
Jurkat T-Zellen aufgenommen (Siehe 5.4) und kann zuverladssig HCMV-
spezifische CD8" und CD4" T-Gedichtniszellen stimulieren (Siehe 5.3). In diesem
Versuch sollte untersucht werden, ob sich die N-terminale Fusion von pp65 an
tatPTD oder antpHD positiv auf die Effizienz der Prdsentation des pp65 im
Kontext von MHC | auswirkt. Die in SF158 Insektenzellen exprimierten
Fusionsproteine tatPTD-pp65 und antpHD-pp65 wurden hierzu im Ex-Vivo-
Stimulationsassay (Siehe 4.8) dem einfach- (4,4nM) und doppeltkonzentrierten
(8,8nM) pp65 gegeniibergestellt. Es wurden Vollblutversuchsansatze von drei
HCMV-seropositiven und einem HCMV-seronegativen Probanden mit pp65,
tatPTD-pp65 und antpHD-pp65 stimuliert. Je Antigen und Konzentration wurden
drei gleiche Versuchsansidtze gemessen und der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet (Abb. 5.8). RPMI 1640 diente als
Mediumskontrolle und Autographa californica Polyhedrosisvirus Wildtyp-Lysat
als Expressionssystemkontrolle. Die Resultate sind in der Tabelle 5.5 und

Abbildung 5.8 wiedergegeben.
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Rekombinantes pp65 stimulierte HCMV-spezifischen CD4" T-Gedachtniszellen
genauso effizient wie tatPTD-pp65 und antpHD-pp65. Die maximale Differenz
der stimulierten Zellen betrug nur 20 aktivierte CD4" T-Gedéachtniszellen auf
25.000 ausgezahlte CD4" T-Zellen und lag somit im Bereich des Messfehlers. Die
Stimulation HCMV-spezifischer CD8" T-Gedachtniszellen war bei allen HCMV-
seropositiven Probanden ebenfalls zuverldssig, schwankte aber interindividuell
deutlich. Rekombinantes pp65 stimulierte zwar bei einem Probanden auch in
doppelter Konzentration weniger CD8" T-Gedachtniszellen als tatPTD-pp65 und
antpHD-pp65. Bei einem anderen Probanden hingegen stimulierte es gleichviel
und bei einem weiteren mehr CD8" T-Gedachtniszellen als tatPTD-pp65.
AntpHD-pp65 wurde sogar bei beiden anderen Probanden von rekombinantem
pp65 in der Stimulation der HCMV-spezifischen CD8" T-Gedachtniszellen
iibertroffen. 4,4nM rekombinantes pp65 stimulierte HCMV-spezifische CD8" T-
Gedéachtniszellen somit ebenso effizient wie 4,4nM tatPTD-pp65 oder antpHD-
pp65.

Tabelle 5.5 Prozentualer Anteil der durch 4,4nM pp65 (1x), tatPTD-pp65 oder antpHD-
pp65 sowie 8,8nM pp65 (2x) stimulierter CD4" und CD8" T-Zellen. Gezeigt sind die
Messungen der HCMV-seropositiven Probanden 5, 9 und 10.

Proband 9 Proband 5 Proband 10
CD4" |CD8" CD4" CD8" |CD4" |CD8"
pp65 (4,4nM) | 0,51% 0,48% 0,23% 2,6% 0,14% |0,7%
pp65 (8,8nM) |0,41% 0,54% 0,29% 2,8% 0,13% 1%
tatPTD-pp65 |0,48% 0,73% 0,20% 2,5% 0,12% |0,74%
antpHD-pp65 [0,43% |0,58% |0,28% |2,0% |0,11% |0,28%
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Abb. 5.8 Pp65 stimuliert CD8* und CD4* T-Gedéachtniszellen ebenso effizient wie tatPTD-pp65 und antpHD-pp65. Es sollte untersucht werden, ob die N-terminale

Fusion einer etablierten Transduktionsdomane an pp65 die Effizienz der Stimulation HCMV-spezifischer T-Gedachtniszellen verbessert. Hierzu wurden 450ul Vollblut

dreier HCMV-seropositiver und eines HCMV-negativen Probanden mit 4,4nM pp65, tatPTD-pp65, antpHD-pp65 und 8,8nM pp65 im Ex-Vivo-Stimulationsassay

stimuliert. Je Antigen und Konzentrationsstufe wurden drei Ansétze gemessen. Der gemittelte Anteil stimulierter CD8* T-Zellen und der gemittelte Anteil der CD4* T-

Zellen sind als Balken in Abhéngigkeit des Antigens aufgetragen. Der Fehlerbalken gibt die Standardabweichungen wieder. Jede der vier Tafeln zeigt die Daten eines

Probanden.
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6. Diskussion

Die aktive Impfung ist eine gute und sichere Methode zur primaren Pravention
von Infektionskrankheiten. Ein erfolgreicher Impfstoff kann sogar zur weltweiten
Ausrottung einer Infektionserkrankung fuhren, was am Beispiel der Pocken im
Jahre 1977 gelungen ist. Erfolgreiche Impfstoffe existieren heute beispielsweise
gegen die Hepatitis A und B Viren, Windpocken, Masern, Mumps und Roteln.
Dariiber hinaus gibt es einige Erreger gegen die noch kein effektiver Impfstoff zur

Verfligung steht. Zu diesen Erregern z&hlen zum Beispiel HIV und HCV.

Eine gute zellulare T-Zellantwort ist in der Immunitdt gegen intrazellulére
Erreger, vor allem Viren, von zentraler Bedeutung. Wahrend inaktivierte
Pathogene oder Peptidantigene meist nur schwache zelluldare T-Zellantworten
induzieren, erreichen Lebendvakzine hdufig eine gute zelluldre T-Zellantwort
(Leclerc 2003). Um eine spezifische CD8" T-Zellantwort zu induzieren, ist die
effektive (Kreuz-)Prasentation von Antigen im Kontext von MHC | notwendig
(De Jong et al. 2005). Ein Impfstoff sollte also eine effiziente Prasentation von
Antigen im Kontext mit MHC | ermdglichen. Proteinantigene werden allerdings
vorwiegend im Kontext mit MHC Il préasentiert und induzieren meist eine Th2-
dominierte, humorale Immunantwort (De Jong et al. 2005). Fur an
Proteintransduktionsdoménen (PTD) oder translokatorische Proteine wie tatPTD
und antpHD gebundene Proteinantigene konnte bereits gezeigt werden, dass sie
im Kontext mit MHC | présentiert werden und eine gute CTL-Antwort induzieren
kénnen (Kim et al. 1997, Wang et al. 2002, Tanaka et al. 2003). PTD und
translokatorische Proteine verfligen tber polykationische Aminosduresequenzen,
die fur eine verbesserte Aufnahme in Zellen entscheidend sind (Ho et al. 2001).
Das HCMV-Tegumentprotein pp65 verfigt mit seinem zweigeteiltem NLS
potentiell Gber &hnliche Eigenschaften (Gallina et al. 1996). Es konnte bereits
gezeigt werden, dass pp65 aus Virionen ohne de novo Synthese im Kontext mit
MHC | présentiert werden kann (Riddell et al. 1991, Tabi et al. 2001). Bisher
wurde allerdings weder in vivo noch in vitro gezeigt, dass rekombinant
gewonnenes pp65 alleine in der Lage ist, ohne Virionen- oder anderen HCMV-

Komponenten CD8" T-Zellen spezifisch zu stimulieren.
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Ziel dieser Arbeit war es, pp65 auf Eigenschaften zu untersuchen, die es als
Tréagersystem fir Proteinantigene im Kreuzprasentationsweg qualifizieren
koénnten. Zunéchst sollte gezeigt werden, dass rekombinant in Insektenzelllinien
exprimiertes pp65 im Vergleich zu einem kommerziellen HCMV-
Fibroblastenlysat  effizient HCMV-spezifische CD8" und CD4" T-
Gedachtniszellen stimulieren kann. Weiterhin sollte die Effizienz der Aufnahme
von pp65 im Vergleich zu den etablierten Proteintransduktionsdomanen tatPTD
und antpHD untersucht werden. Schliel3lich sollte der Einfluss der mit pp65
fusionierten Transduktionsdomé&nen tatPTD oder antpHD auf die Prasentation von
pp65 im MHC I- und MHC I[1-Weg untersucht werden. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass sich pp65 sowohl als T-Zellimmunogen als auch als
Trégerprotein fir andere Immunogene eignet und damit fur die Entwicklung von
Impfstoffen sehr interessante Eigenschaften besitzt: (1) Rekombinant in SF158
Insektenzellen exprimiertes pp65 stimuliert effizient HCMV-spezifische CD8" T-
Gedachtniszellen. (2) An pp65 fusioniertes EGFP wird effizienter als mit tatPTD
oder antpHD fusioniertes EGFP in Jurkat T-Zellen aufgenommen. (3)
Rekombinantes pp65 stimuliert ebenso effizient wie an tatPTD oder antpHD
fusioniertes pp65 HCMV-spezifische CD8" T-Gedachtniszellen.

6.1 In Insektenzelllinien exprimiertes, rekombinantes pp65 stimuliert
CD8" T-Gedachtniszellen zuverléssig und in gleichem Umfang wie ein
HCMV-Fibroblastenlysat

Die Dominanz des pp65 in der HCMV-spezifischen Immunantwort ist wiederholt
sowohl fiir CD4" T-Zellepitope, als auch fiir CD8" T-Zellepitope gezeigt worden
(Riddell et al. 1991, McLaughlin-Taylor et al. 1994, Beninga et al. 1995, Wills et
al. 1996, Khattab et al. 1997, Gyulai et al. 2000). Neben pp65 koénnen auch
andere HCMV-Antigene wie IE1, ppl50 und gB eine spezifische, zellulére
Immunantwort auslésen (Kern et al.1999, Beninga et al. 1995). In dieser Arbeit
stimulierte rekombinantes pp65 zuverlassig CD4" T-Gedachtniszellen. Allerdings
ubertraf der Anteil der durch ein kommerzielles HCMV-Fibroblastenysat
stimulierten CD4" T-Gedichtniszellen bei allen drei Probanden den Anteil der

durch rekombinantes pp65 stimulierten CD4" T-Gedéchtniszellen um das bis zu
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Funfzehnfache (s.a. 5.3). Der groRere Anteil durch HCMV-Fibroblastenlysat
stimulierter CD4" T-Gedéchtniszellen lasst sich durch die Fille anderer, im
kommerziellen HCMV-Fibroblastenlysat ebenfalls vorhandene HCMV-Antigene
erklaren. Eine Immundominanz des pp65 in der HCMV-spezifischen CD4" T-
Gedéachtniszellantwort lieR sich somit nicht bestatigen (Beninga et. al 1995).
Allerdings zeigten auch bei Beninga et al. (1995) zwei von fiinf Probanden auf
Stimulation mit gB eine stirkere CD4" T-Zellproliferation als auf Stimulation mit

ppo65.

Die HCMV-spezifische Stimulation der CD8" T-Gedachtniszellen war in der
vorliegenden Arbeit hingegen bei zwei Probanden vergleichbar und bei einem
Probanden durch rekombinantes pp65 besser als durch das kommerzielle HCMV-
Fibroblastenlysat (vgl. 5.3). Dies bestétigt die Immundominanz des pp65 in der
CD8" T-Zellantwort (Wills et al 1996., Khattab et al. 1997), und spricht fiir eine
effiziente Préasentation des rekombinanten pp65 im Kontext mit MHC 1. In der
Stimulation mit HCMV-Fibroblastenlysat konnten allerdings mitaufgenommene
HCMV-Proteine die effektive Prasentation von Antigen im Kontext mit MHC |
behindern. HCMV-Proteine konnen eine Retention des MHC 1| im ER
verursachen, den Peptidantigentransport mittels TAP  blockieren, die
Antigenerkennung auf der Zelloberflache behindern und auch eine Translokation
des MHC | zuriick auf die Zytosolseite des Beladungskompartiments verursachen
(Gilbert et al. 1993, Yamashita et al. 1993, Warren et al. 1993, Reddehase 2002).
Diese als ,,Immunescape” bezeichneten Mechanismen kénnten ein Grund fir die
im Vergleich zu rekombinantem pp65 schlechtere Stimulationseffizienz des
HCMV-Fibroblastenlysats sein. Rekombinant in SF158 Zellen exprimiertes pp65
ist hingegen frei von weiteren HCMV-Proteinen, die einen solchen
»~lmmunescape“ verursachen koénnten. Daher ist es als CD8 T-Zellimmunogen

vielversprechend.
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6.2 Die Aufnahme von pp65-EGFP in Jurkat T-Zellen ist effizient,
energieabhangig und wahrscheinlich rezeptorabhangig

Die effiziente Aufnahme von exogenem Antigen in spezialisierte APC ist die
Voraussetzung flr eine Prasentation von Epitopen im Kontext mit MHC | und II.
Fir die Transduktionsdomédnen antpHD und tatPTD wurde auf verschiedenste
Weise in vivo und in vitro eine schnelle, unspezifische und rezeptorunabhéngige
Aufnahme in Zellen gezeigt. So konnten nach 24h sowohl in der FACS-Analyse
als auch in der Fluoreszenzmikroskopie bei bis zu 90% aller Zellen ein an
Transduktionsdoménen gekoppeltes Protein nachgewiesen werden (Vives et al.
1997(1), Derossi et al. 1994). Wiederholt konnte in vivo und in vitro die
verbesserte Aufnahme von funktionellen, mit einer Transduktionsdomane
fusionierten Proteinen bestatigt werden (Fawell et al. 1994, Schwarze et al. 1999,
Alblas et al. 2001, Caron et al. 2001, Embury et al. 2001, Peitz et al. 2002, Cao et
al. 2002). Eine im Vergleich zu freiem Markerprotein EGFP effizientere
Aufnahme von funktionellem, mit einer Transduktionsdomdane fusioniertem
Protein bestétigte sich auch in unseren Versuchen fiir an tatPTD oder antpHD
fusioniertes EGFP. Die Transduktionsdoménen antpHD und tatPTD koOnnen
unspezifisch und rezeptorunabhéngig durch ionische Wechselwirkungen ihrer
polykationischen Region mit der Zellmembran (Mann et al. 1991,Vives et al.
1997(2), Ho et al. 2001, Drin et al. 2001, Christiaens et al. 2002) und mit Dextran-
und Heparansulfaten (Console et al. 2003) aufgenommen werden. Eine Aufnahme
Uber Rezeptoren zeigt jedoch in der Regel eine hohere Effizienz als eine
rezeptorunabhangige Aufnahme (Arora & Lepla 1994). Es erscheint daher
plausibel, dass die Aufnahme des pp65-EGFP rezeptorvermittelt ist, da sie um das
15-fache effizienter ist als die rezeptorunabhangige Aufnahme von tatPTD-
/antpHD-EGFP. Eine rezeptorabhangige Aufnahme wirde allerdings eine
unterschiedliche Aufnahmeeffizienz des pp65 in unterschiedliche Zellen
implizieren und ware in weiteren Aufnahmeversuchen zu untersuchen.
Insbesondere die Untersuchung der Aufnahme und Kreuzprasentation von pp65
durch DCs sollte untersucht werden, da aktivierte DCs fiur die Induktion einer

zelluldren Immunantwort von zentraler Bedeutung sind (Jung et al. 2002).
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In dieser Arbeit zeigte die Aufnahme des tatPTD, antpHD und pp65 gekoppelten
EGFPs die Eigenschaft eines energieabhéngigen Prozesses. Zwar konnten bei 4°C
Versuchstemperatur EGFP-positive Zellen gemessen werden, obwohl bei dieser
Temperatur energieabhéngige Transportprozesse zum Erliegen kommen (Pastan
& Willingham 1981). Bei 37°C nahmen jedoch deutlich mehr Jurkat-T-Zellen
tatPTD-, antpHD- und pp65-EGFP auf als bei 4°C. Dies belegt die
Energieabhéngigkeit der Aufnahme des pp65-EGFP, wie sie bereits fur die
Transduktionsdomanen tatPTD, antpHD gezeigt wurde (Mann et al. 1991, Fawell
et al. 1994, Richard et al. 2003). Richard et al. (2003) konnten dartiber hinaus
zeigen, dass tatPTD durch Endozytose aufgenommen wird. Ob dies auch fiir pp65

zutrifft, konnte in einem Fluorescein-Kolokalisationsversuch untersucht werden.

6.3  Rekombinantes pp65 wird effektiv in den MHC I-Prasentationsweg

gebracht und kdnnte als Tragerprotein fur Fremdantigen dienen

In der Stimulation von sowohl CD4" als auch CD8" T-Gedichtniszellen aus
Vollblut durch rekombinantes pp65 und mit Transduktionsdoménen fusioniertes
pp65 konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied beziliglich der
Stimulation der pp65-spezifiscnen CD8" oder CD4" T-Gedachtniszellen
beobachtet werden (vgl. 5.5). Pp65 und seine Fusionskonstrukte konnten
zuverlassig CD4" und CD8" T-Gedéachtniszellen stimulieren, wobei der Anteil
stimulierter CD8" T-Zellen (max. 2,8%) bei allen drei Probanden und Konstrukten
den der CD4" T-Zellen Ubertraf (max. 0,5%). Die in dieser Arbeit gezeigten
Resultate (vgl. 5.3 und 5.5) unterstreichen die Bedeutung des pp65 fur die
Stimulation HCMV-spezifischer CTL (Wills et al. 1996) und sprechen flr eine
effektive Prasentation der Fusionskonstrukte und des rekombinanten pp65 im
MHC I-Weg. Eine mdgliche Erklarung hierfir konnte die effiziente Aufnahme
des pp65 durch wahrscheinlich rezeptorvermittelte Endozytose sein (vgl. 5.4.,
Richard et al. 2003). Sie wirde es pp65 ermdglichen, direkt in den MHC I-
Kreuzprésentationsweg zu gelangen. Nach ER-vermittelter Endozytose wirde
sich das rezeptorgebundene pp65 in rdumliche Ndhe zu den in der Membran
befindlichen MHC I-Antigen-Prozessierungsenzymen befinden. Es kdnnte daher

effizient in das Zytosol transloziert, dort gespalten und nach dem Ricktransport in
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das Endosom-ER-Kompartiment auf MHC 1 geladen werden (Houde et al. 2003,
und Guermonprez et al. 2003). Eine rezeptorunabhéngige Aufnahme des pp65 an
einer zufélligen Stelle direkt in das Zytosol, wie sie fir Transduktionsdoménen
angenommen wird ( Mann et al. 1991, Derossi et al. 1994, Vives et al. 1997, Ho et
al. 2001, Drin et al. 2001, Christiaens et al. 2002), wére hingegen fur die Effizienz
der Prasentation von pp65 Uber MHC | eher kontraproduktiv.
Zytoplasmapeptidasen wirden wegen ihrer hohen Aktivitdt pp65 schneller
abbauen, als dass pp65-Epitope Uber die wesentlich langsameren TAP und den
MHC I-Beladungskomplex auf MHC | geladen werden konnten (Reits et al.
2003).

Mit pp65 fusionierte antigene Peptide kénnten von der effizienten Einschleusung
des pp65 in den MHC | Préasentationsweg profitieren. Daher konnte pp65
potentiell als immunogenes Tragerprotein in Vakzinen dienen. Mit tatPTD oder
antpHD fusioniertes pp65 wurde ebenso effizient Uber MHC | présentiert wie
freies pp65. Diese mit pp65 fusionierten Peptide haben in dieser Arbeit eine
Prasentation von pp65-Epitopen tber MHC | nicht behindert. Dies spricht dafr,
dass analog zu tatPTD und antpHD (Chauhan et al. 2007), mit pp65 fusionierte
antigene Peptide auf diesem Weg verbessert Gber MHC | présentiert werden
konnten. Da die Induktion einer zelluldren Immunantwort von der Présentation
der Peptidantigene im Kontext mit MHC | auf DCs abhéngt (Jung et al. 2005),
musste nun zunichst die Aufnahme und Kreuzprésentation von pp65-Antigen
Fusionsproteinen in vitro gezeigt werden. In einem weiteren Schritt ware dann zu
untersuchen, ob pp65-fusionierte antigene Peptide in der Lage sind in vivo, z.B.
im Mausmodell, eine CD8" T-Zellantwort zu induzieren. Hierzu kénnte z.B. OVA
dienen, das normalerweise nur eine MHC Il-abhdngige Immunantwort induziert
(Kim et al. 1997). Sollten diese Versuche positiv ausfallen, wéren die Grundsteine
fur ein vielversprechendes immunogenes Tréagersystem zur Erzeugung

menschlicher Impfstoffe etabliert.
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