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Abstract 

BACKGROUND: Human cytomegalovirus (HCMV) reactivation is still a leading cause of mor-

bidity and mortality among immunosuppressed patients. Uncontrolled viral spread is prevented 

by an efficient T-cell response. However, little is known about the nature of this T-cell response. 

In this study we identified epitopes in two immunodominant HCMV-proteins, IE-1 (UL123) and 

pp65 (UL83), measured the frequencies of T-cells specific for these, and studied the clonotypic 

composition of selected T-cell responses in a group of HCMV-seropositive heart (n = 17) and 

lung (n = 3) transplant patients. METHODS: For both proteins overlapping pentadecapeptides 

covering the entire respective amino acid sequences were arranged in pools of 25 peptides each 

in such a way that every peptide was contained in exactly 3 pools. PBMC were stimulated with 

the resulting 15 pools for IE-1 or 16 pools or pp65, respectively, as well as with pools containing 

all peptides of the corresponding protein. Individual peptides leading to a positive T-cell re-

sponse were identified by flow cytometric detection of intracellular interferon-gamma, each sin-

gle peptide corresponding to a unique combination of 3 peptide pools. Selected T-cell popula-

tions specific for the previously identified single peptides were purified by performing an IFN-

gamma secretion assay prior to magnetic cell separation and subsequent fluorescence-activated 

cell sorting. The clonality of these highly purified peptide-specific T-cell populations was then 

investigated by a T-cell receptor-gamma rearrangement-PCR and subsequent fragment analysis 

of fluorescence-labelled PCR amplificates. RESULTS: We observed broad heterogeneity among 

the patients in terms of the immunodominant protein, number of epitopes, predominance of CD4 

or CD8 T-cell responses, and epitope-specific T-cell frequencies. 10 previously unknown epi-

topes were identified, and the HLA-restriction of most of the identified epitopes could be deter-

mined. The investigated T-cell responses showed a high degree of clonal focussing. These data 

were correlated to the patients episodes of HCMV reactivation, but a correlation between differ-

ences in the T-cell responses and a different clinical outcome in terms of HCMV-reactivation 

could not be established. CONCLUSIONS: In summary, this novel approach allows the rapid 

identification of epitopes contained in a given protein, direct determination of T-cell frequencies, 

and investigation of the T-cell clonality in the CD4 and CD8 T-cell subsets from as little as two 

times 20 ml of blood. Long-term follow-up of patients at risk for HCMV reactivation and disease 

may thus allow a more detailed insight into the complexity of the T-cell response to HCMV and 

may thus lead to improved diagnosis, prophylaxis and therapy. 

Key terms: Cytomegalovirus, T-cell epitopes, heart- and lung transplantation, T-cell clones 
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Zusammenfassung 

HINTERGRUND: Die Reaktivierung des Humanen Cytomegalievirus (HCMV) ist immer noch 

eine häufige Ursache für Morbidität und Mortalität unter immunsupprimierten Patienten. Eine 

effiziente T-Zell-Antwort vermag die unkontrollierte Ausbreitung des Virus zu verhindern. Vie-

les über diese T-Zell-Antwort ist aber noch unklar. Im Rahmen dieser Studie wurden daher bei 

HCMV-seropositiven herz- (n = 17) und lungentransplantierten (n = 3) Patienten Epitope in zwei 

wichtigen T-Zell-Zielen, den HCMV-Proteinen IE-1 (UL123) und pp65 (UL83), identifiziert, die 

Frequenzen der für diese Epitope spezifischen T-Zellen gemessen und die Klonalität ausgewähl-

ter starker CD8+ T-Zell-Antworten untersucht. METHODEN: Dazu wurden Pentadecapeptide, 

die die gesamte Aminosäure-Sequenz von IE-1 bzw. pp65 umfassten und sich um jeweils 11 

Aminosäurereste überlappten, in Pools von 25 bis 30 Peptiden so zusammengefasst, dass jedes 

Peptid in einer einzigartigen Kombination von drei Pools enthalten war. PBMC der Patienten 

wurden dann mit den Peptid-Pools stimuliert und die resultierenden T-Zell-Reaktionen durch 

Färbung von intrazellulär zurückgehaltenem Interferon-gamma durchflusszytometrisch sichtbar 

gemacht. Immunogene Peptide konnten anhand der jeweiligen drei Pools, die zu IFN-gamma-

Produktion führten, eindeutig identifiziert werden. Einige dieser T-Zell-Populationen wurden 

durch einen IFN-gamma-Sekretions-Assay, magnetische Zellseparation und durchflusszytometri-

sche Feinsortierung aus PBMC isoliert und ihre Klonalität mit Hilfe einer Polymerase-

Kettenreaktion zum Nachweis klonal expandierter gamma-T-Zell-Rezeptor-Rearrangements 

(TCR-PCR) und anschliessender Fragmentanalyse fluoreszenzmarkierter PCR-Amplifikate un-

tersucht. ERGEBNISSE: Bei den Patienten bestanden grosse Unterschiede hinsichtlich des je-

weils immundominanten Proteins, der Dominanz von CD4+ bzw. CD8+ T-Zell-Subpopulation, 

der antigenen Determinanten, der gemessenen Peptid-spezifischen T-Zell-Frequenzen sowie der 

Anzahl der identifizierten Epitope. Zehn zuvor noch nicht beschriebene Epitope wurden eben-

falls identifiziert und die präsentierenden HLA-Allele der meisten in der Patientengruppe identi-

fizierten Epitope bestimmt. Die mittels TCR-PCR untersuchten CD8+ T-Zell-Reaktionen waren 

auf einen oder wenige Klone fokussiert. Die Korrelation der experimentellen Daten mit den kli-

nischen Verläufen der Patienten hinsichtlich HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung erbrachte 

jedoch keine Hinweise auf einen konkreten Zusammenhang. SCHLUSSFOLGERUNGEN: Zu-

sammenfassend ermöglichen die hier vorgestellten Methoden die Untersuchung des Langzeitver-

laufes der CD4+ und CD8+ T-Zell-Antwort gegen immundominante Proteine auf Epitop-Ebene 

nach initialer Identifizierung der antigenen Determinanten, die direkte Bestimmung der Frequen-
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zen der Epitop-spezifischen T-Zellen sowie die Untersuchung der Klonalität dieser Reaktionen 

aus ca. 2 x 20 ml Blut. Die Langzeit-Untersuchung von Patienten mit hohem Risiko für HCMV-

Reaktivierung und -Erkrankung kann so zu einem besseren Verständnis der komplexen HCMV-

spezifischen T-Zell-Anwort und damit möglicherweise auch zur Verbesserung von Diagnose, 

Prophylaxe und Therapie dieser Patienten beitragen. 

Schlagworte: Humanes Cytomegalievirus (HCMV), T-Zell-Epitope, Herz- und Lungen-

transplantation, T-Zell Klone 
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Zusammenfassung 

Die Primärinfektion oder Reaktivierung des Humanen Cytomegalievirus (HCMV) stellt bei im-

munsupprimierten Patienten nach wie vor ein grosses klinisches Problem dar. Doch nicht bei 

allen. Bei Patienten mit vergleichbarem Ausmaß an Immunsuppression kommt es bei einigen zu 

z.T. schweren klinischen Manifestationen oder gar zum Tod durch HCMV, während die Reakti-

vierung bei anderen asymptomatisch bleibt. In einer dritten Gruppe von Patienten werden über-

haupt keine Reaktivierungen dokumentiert. T-Zellen spielen bei der Kontrolle der Infektion eine 

zentrale Rolle. Die Untersuchung der T-Zell-Antwort in einer Patientengruppe mit hohem Risiko 

für HCMV-Reaktivierung bzw. -Erkrankung bietet die Möglichkeit, die Ursachen für diese un-

terschiedlichen klinischen Verläufe zu analysieren. Ein besseres Verständnis der antiviralen T-

Zell-Antwort und der damit verbundenen pathogenetischen Implikationen könnte Diagnostik, 

Prophylaxe und Therapie der HCMV-Infektion möglicherweise entscheidend verbessern. In die-

ser Arbeit wurden deshalb drei Ziele verfolgt: (1) Die Etablierung von Techniken, die die voll-

ständige T-Zell-Epitop-Kartierung immundominanter Proteine und die Analyse der T-Zell-

Reaktionen auf klonaler Ebene aus einem Minimum an Material ermöglichen sollten. (2) Die 

Anwendung dieser Techniken in einer Gruppe herz- und lungentransplantierter Patienten, um die 

T-Zell-Antwort gegen die beiden wahrscheinlich wichtigsten Ziele im HCMV, IE-1 und pp65, 

detailliert zu untersuchen und so mehr über die Gesetzmäßigkeiten dieser Antwort zu lernen. (3) 

Die Untersuchung auf mögliche Zusammenhänge zwischen den unterschiedlichen klinischen 

Verläufen im Hinblick auf HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung dieser Patienten und den be-

obachteten interindividuellen Unterschieden in der Struktur der T-Zell-Antwort. Für die Epitop-

Kartierung wurden Pentadecapeptide, die die gesamte Aminosäure-Sequenz von IE-1 bzw. pp65 

umfassten und sich um jeweils 11 Aminosäurereste überlappten, in Pools von 25 bis 30 Peptiden 

in einer Weise zusammengefasst, dass jedes Peptid in einer einzigartigen Kombination von drei 

Pools enthalten war („dreidimensionales Peptidpool-Design“). Dieses Design erlaubte ein Mini-

mum an Ansätzen zur Epitop-Identifizierung - mit weniger als 17 ml Vollblut konnte eine kom-

plette Kartierung erfolgen. Nach 6-stündiger Stimulation von mononukleären Zellen aus periphe-

rem Blut („peripheral blood mononuclear cells“, PBMC) der Patienten mit diesen Peptid-Pools 

wurden T-Zell-Reaktionen durch Färbung von intrazellulär zurückgehaltenem Interferon-γ (IFN-

γ) sichtbar gemacht. Immunogene Peptide konnten dann anhand der jeweiligen Kombination von 

drei Pools, die zur Produktion von IFN-γ führten, eindeutig identifiziert werden. Ausserdem 
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wurde die Klonalität ausgewählter starker CD8+ T-Zell-Antworten auf einzelne IE-1- und pp65-

Peptide untersucht. Dazu wurden die Peptid-spezifischen T-Zell-Populationen durch einen IFN-

γ-Sekretions-Assay, magnetische Zellseparation (MACS) und durchflusszytometrische Feinsor-

tierung aus PBMC isoliert und ihre Klonalität mit Hilfe einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

zum Nachweis klonal expandierter γ-T-Zell-Rezeptor-Rearrangements (TCR-γ-1/2-PCR) und 

anschliessender Fragmentanalyse fluoreszenzmarkierter PCR-Amplifikate (FFA) untersucht. 

Diese Methode erwies sich als sehr effektiv: schon geringe Zellzahlen (ca. 1 x 103 Zellen) waren 

für eine erfolgreiche PCR-Analyse ausreichend. Die so untersuchten CD8+ T-Zell-Reaktionen 

waren auf einen oder wenige T-Zell-Klone fokussiert. Die Struktur der analysierten T-Zell-

Antworten war komplex: bei den Patienten bestanden grosse Unterschiede hinsichtlich des im-

mundominanten Proteins, der Dominanz von CD4+ bzw. CD8+ T-Zell-Subpopulation, der anti-

genen Determinanten, der gemessenen Peptid-spezifischen T-Zell-Frequenzen, sowie der Anzahl 

der identifizierten Epitope. Anschliessend wurden die HLA-Typen von Patienten und in voran-

gegangenen Projekten untersuchten gesunden Probanden, die auf gleiche Peptide reagierten, auf 

Übereinstimmungen untersucht. Ergänzend wurde für jedes identifizierte Peptid eine Bindungs-

motiv-Analyse mit Hilfe von zwei online-Datenbanken zur Vorhersage von T-Zell-Epitopen 

durchgeführt („SYFPEITHI“ und BioInformatics & Molecular Analysis Section des NIH, kurz 

„BIMAS“). Auf diese Weise konnten die jeweils wahrscheinlichsten präsentierenden HLA-

Allele und die immunogenen Nonamere für den grössten Teil der immunogenen Peptide be-

stimmt werden. Für eine Reihe von Peptiden zeigte sich dabei, dass sie von verschiedenen HLA-

Allelen präsentiert wurden. Zehn zuvor noch nicht beschriebene Epitope wurden ebenfalls identi-

fiziert. Die Korrelation der experimentellen Daten mit den klinischen Verläufen der Patienten 

hinsichtlich HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung erbrachte jedoch noch keine Hinweise auf 

einen konkreten Zusammenhang, was wahrscheinlich durch die Komplexität der Antworten und 

die dafür zu geringe Patientenzahl bedingt war. Patienten mit starken T-Zell-Reaktionen gegen 

IE-1 schienen aber besser vor HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung geschützt zu sein. Zu-

sammenfassend ermöglichen die in dieser Arbeit vorgestellten Methoden die Untersuchung des 

Langzeitverlaufes der CD4+ und CD8+ T-Zell-Antwort gegen immundominante Proteine auf 

Epitop-Ebene nach initialer Identifizierung der antigenen Determinanten. Die Klonalität dieser 

Reaktionen kann ebenfalls relativ einfach analysiert werden. Weil nur wenig Blut für diese Un-

tersuchungen erforderlich ist, können sie auch bei Patienten mit einem hohen Risiko für HCMV-

Reaktivierung und -Erkrankung angewendet werden. Dadurch wurde die experimentelle Basis 

geschaffen, um durch eingehende Untersuchungen der komplexen HCMV-spezifischen T-Zell-
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Anwort möglicherweise Hinweise für die Verbesserung von Diagnose, Prophylaxe und Therapie 

dieser Patienten zu erhalten. 
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1. Einleitung 

Mit einem Genom von ca. 230.000 Basenpaaren, die vermutlich für mehr als 227 verschiedene 

Proteine kodieren [1], ist das Humane Cytomegalievirus (HCMV) der größte Vertreter aus der 

Gruppe der Herpesviren. Die Komplexität seines Genoms ermöglichte es diesem Virus, im Laufe 

der Evolution ein umfangreiches Repertoire an Mechanismen zu entwickeln, um sich dem 

Zugriff des menschlichen Immunsystems effektiv entziehen zu können. Ergebnis dieser sog. Im-

munevasionsstrategien ist die Etablierung einer persistierenden Infektion (Latenz): einmal infi-

ziert, kann der Organismus das Virus nie wieder vollständig eliminieren. Die Anforderungen an 

das Immunsystem, dennoch die Kontrolle über das Virus zu behalten, sind dementsprechend 

komplex. Die Tatsache, dass die HCMV-Infektion beim Immunkompetenten klinisch völlig in-

apparent bleibt, zeigt aber, dass es diesen Anforderungen gerecht wird, auch wenn Reaktivierun-

gen des Virus offensichtlich häufiger vorkommen, als bislang angenommen wurde [2, 3]. Anders 

ist die Situation jedoch, wenn das Immunsystem nicht vollständig ausgebildet oder (zeitweise) in 

seiner Funktion beeinträchtigt ist. So ist HCMV als nach wie vor häufigste kongenitale Infektion 

für z.T. schwere embryofetale Missbildungen verantwortlich. Darüber hinaus kann die Reaktivie-

rung von HCMV bei immunsupprimierten Patienten zu einem breiten Spektrum mitunter schwe-

rer Erkrankungsbilder, nicht selten auch zum Tod der Betroffenen, führen. Unter Herztransplan-

tierten beispielsweise stellt HCMV immer noch die wichtigste infektiöse Ursache von Morbidität 

und Mortalität dar [4]. 

Welch zentrale Rolle das zelluläre Immunsystem, und v.a. die T-Zellen, bei der Kontrolle der 

HCMV-Infektion einnehmen, wurde schon Anfang der 80er Jahre bei Knochenmarktransplan-

tations-(KMT)-Patienten gezeigt [5, 6]. Zunächst am Maus-Modell etabliert [7, 8], konnte der 

adoptive Transfer HCMV-spezifischer CD8+ T-Zellen diese Patienten effektiv vor der Entwick-

lung einer HCMV-Erkrankung schützen [9, 10]. Auch für CD4+ T-Zellen wurde eine essentielle 

Rolle beim Schutz vor der HCMV-Erkrankung demonstriert [11]. Inzwischen werden Versuche 

unternommen, durch adoptiven Transfer von antigen-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen 

Patienten insbesondere in den ersten 90 Tagen nach Transplantation besser zu schützen [12]. Als 

Hauptziel dieser HCMV-spezifischen T-Zellen galt anfangs das regulatorische immediate early 1 

protein (IE-1, UL123) [13, 14, 15]. Dafür sprach, dass dieses Protein das am stärksten exprimier-

te Genprodukt der sehr frühen (immediate early) Infektionsphase ist [16] und hohe Frequenzen 

IE-1-spezifischer CD4+ und CD8+ T-Zellen im peripheren Blut HCMV-seropositiver gesunder 

Probanden nachgewiesen werden konnten [13, 14], die in der Lage waren, infizierte Fibroblasten 
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noch vor Ablauf des Replikationszyklus in vitro zu zerstören [17]. Dann aber wurde ein weiteres 

wichtiges T-Zell-Ziel in HCMV identifiziert: das Matrix-Phosphoprotein pp65 [18, 19]. Dieses 

Strukturprotein, das die Hauptmasse des Teguments von HCMV bildet, wird nach der Penetrati-

on zusammen mit dem Virion in die Zelle transportiert und T-Zellen bereits vor der viralen Gen-

expression präsentiert [19, 20]. pp65 ist auch der Hauptbestandteil der sog. „dense bodies“ [21]. 

Die starke Präsenz von pp65 in infizierten Zellen erklärt, warum dieses Protein einerseits so 

nützlich als Antigen für die immunzytologische Diagnostik ist und andererseits ein wesentliches 

Ziel für CD8+ T-Zellen darstellt. Demgemäss wurden hohe Frequenzen von pp65-spezifischen 

T-Zellen im peripheren Blut gesunder HCMV-seropositiver Probanden beobachtet [22]. Wills 

und Mitarbeiter konnten zeigen, dass die CD8+ T-Zell-Antwort einiger dieser Probanden auf 

wenige oder nur ein einziges Epitop in diesem Protein fokussiert ist [22]. Diese Peptid-

spezifischen T-Zell-Populationen bestanden zudem aus nur wenigen oder einem einzigen Klon. 

Wills und Mitarbeiter folgerten daraus, dass diese Klone in vivo stark expandiert sein mussten 

[23, 24, 25]. Ähnliches konnte auch für pp65-spezifische CD4+ T-Zellen demonstriert werden 

[26].  

Dennoch sind die Kenntnisse über die T-Zell-Antwort gegen HCMV lückenhaft. Gleichzeitig 

wird immer deutlicher, wie komplex diese Antwort ist: mittlerweile ist eine Vielzahl verschiede-

ner Epitope in IE-1 und pp65 beschrieben worden [15, 22, 27-41]. Über die Immundominanz des 

einen oder des anderen Proteins wird weiterhin kontrovers diskutiert [37]. Zunehmend widmet 

man sich auch der Identifikation antigener Determinanten in anderen immunogenen HCMV-

Proteinen wie gB (UL55), pp150 (UL32) oder pp28 (UL98) [42]. Schliesslich wurde mehrfach 

die funktionelle Heterogenität HCMV-spezifischer T-Zellen demonstriert, die sich in unter-

schiedlichen Effektormechanismen und Oberflächen-Phänotypen spiegelt [43, 44, 45]. Dank der 

Kenntnis verschiedener pp65-Epitope konnte vor kurzem ein erstes Immunmonitoring auf der 

Ebene Epitop-spezifischer T-Zellen bei KMT-Patienten durchgeführt und eine starke positive 

Korrelation zwischen der Rekonstitution dieser Zellen nach Transplantation und dem Schutz vor 

HCMV-Erkrankung gezeigt werden [46, 47]. 

Trotz allem bleibt weiterhin unklar, warum bei Patienten mit vergleichbarem Ausmass an Im-

munsuppression es bei manchen zu einer symptomatischen HCMV-Erkrankung kommt, während 

die Infektion bei anderen auf eine asymptomatische Replikation beschränkt bleibt und klinisch 

stumm verläuft oder überhaupt keine Replikation beobachtet wird. So bestehen bisher auch keine 

verlässlichen Möglichkeiten zur Vorhersage, welche Patienten ein besonders hohes Risiko haben, 

an HCMV zu erkranken. 
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1.1. Die HCMV-Infektion 

1.1.1. Pathogenese 

HCMV, das humane Herpesvirus Typ 5 (HHV5), gehört zur Familie der Herpesviridae und be-

sitzt die für diese Gruppe typische Struktur: das vollständige Virus besteht aus einer Phospholi-

pidmembran (Envelope) mit membranständigen Glykoproteinen, einer aus verschiedenen Protei-

nen bestehenden Matrix (Tegument) und dem ikosaedrischen Nukleokapsid (core), das eine mit 

Polyaminen assoziierte lineare Doppelstrang-DNA (dsDNA) umschliesst (Abb. 1A, S.7). Mit 

über 200 offenen Leserahmen („open reading frames“, orfs), die wahrscheinlich für ebenso viele 

Genprodukte kodieren, besitzt es das grösste Genom aller Herpesviren (Abb. 1B). Diese Genpro-

dukte sind nach ihrer Lokalisation im Genom bezeichnet (z.B. UL83: pp65-Gen; UL123: IE-1-

Gen, vgl. Abb. 1). Nach Infektion der Zelle und Proteolyse des Kapsids („Adsorption, Penetrati-

on, Uncoacting“) wird die virale DNA zusammen mit Matrixproteinen in den Zellkern transpor-

tiert, wo die Replikation erfolgt (DNA-Replikation, Abb. 1C) [48]. Der ca. 24 h dauernde Repli-

kationszyklus von HCMV [49] gliedert sich in drei zeitlich streng organisierte Abschnitte und 

beginnt mit der Aktivierung der Transkription sog. immediate early(IE)-Gene durch das im Zell-

kern vorhandene pp65. Die am stärksten exprimierten Proteine dieser sehr frühen Infektionspha-

se sind die Phosphoproteine IE-1 und IE-2 (UL122), die in der Regulation der Transkription vira-

ler und zellulärer Gene eine zentrale Rolle spielen. In der E(early)-Phase werden v.a. zur DNA- 

und Proteinsynthese benötigte Proteine, wie die virale DNA-Polymerase (UL54), hergestellt. 

Auch die Produktion von pp65 beginnt bereits in der E-Phase. Nach DNA-Synthese und Produk-

tion der Genprodukte der L(late)-Phase, hauptsächlich Strukturproteine, kommt es im Kern zum 

Viruszusammenbau („Assembly“). Von der Kern- oder Zellmembran erhält das Virus schließlich 

seine Hülle („Budding“), bevor es freigesetzt wird („Release“). Die Infektion kann dabei sowohl 

latent als auch lytisch ablaufen. Verläuft sie lytisch, führt die Virusreplikation zu charakteristi-

schen zytopathologischen Veränderungen. Dazu gehören die ausgeprägte Vergrößerung („Cyto-

megalie“) der Zelle, die dem Virus seinen Namen verlieh, wie die Bildung intranukleärer Ein-

schlusskörper, die von einem hellen Hof umschlossen sind und zu der Bezeichnung „Eulenau-

genzellen“ geführt haben (diese Zellveränderung ist pathognomonisch für HCMV). Im späteren 

Verlauf der Infektion treten im Zytoplasma auch die sog. „dense bodies“ auf. 

Im Allgemeinen ist ein immunkompetenter Wirt jedoch in der Lage, die Infektion rasch einzu-

dämmen [37]. Nach der Primärinfektion persistiert das Virus vor allem in myeloischen Vorläu-

ferzellen im Knochenmark in latenter Form. Das Virusgenom ist dabei nicht in die DNA der  
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Abbildung 1 Struktur, Genom und Replikationszyklus von HCMV. Wie andere Vertreter der 
Herpesvirusgruppe besteht HCMV aus einer linearen, mit Polyaminen assoziierten dsDNA, die von 
einem ikosaedrischen Nukleokapsid, einer Matrix und einer verschiedene Glykoproteine enthaltenden 
Lipidmembran umgeben ist (A). Das ca. 235. 000 Basenpaare grosse Genom besteht aus einer langen 
(UL) und einer kurzen (US) Untereinheit, die jeweils von repetitiven Sequenzen flankiert sind (B). Der 
Replikationszyklus (C) gliedert sich in die immediate early(IE)-, early(E)- und late(L)-Phase. Durch 
die Infektion kommt es zu charakteristischen Veränderungen der Zelle: intranukleäre Einschlüsse an 
Orten des Viruszusammenbaus im Zellkern und „dense bodies“ im Zytoplasma (C) sowie Vergrösse-
rung („Cytomegalie“) der gesamten Zelle. Modifiziert nach [48] 
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Wirtszelle integriert; die Expression viraler latenzassoziierter Gene (wie bei EBV, HSV) ist bis-

her nicht bekannt. Ohne Produktion signifikanter Mengen viraler Genprodukte ist das Immunsys-

tem allerdings auch nicht in der Lage, das Virus zu eliminieren - Ergebnis ist eine persistierende 

Infektion. Vom Knochenmark aus findet die Verbreitung durch im Blut zirkulierende Monozyten 

statt. Doch erst die Differenzierung zu Makrophagen unter dem Einfluss von Zytokinen wie  

IFN-γ in peripheren Geweben ermöglicht dem Virus die Replikation [50]. Weitere Orte der Per-

sistenz sind duktale Epithelien verschiedener Gewebe, u.a. der Speicheldrüsen, Nierentubuli, des 

Darmes, von Cervix, Hoden und Nebenhoden [50]. Die Primärinfektion erfolgt deshalb v.a. 

durch Speichel, Urin, Cervix- und Vaginalsekret, Samenflüssigkeit, Muttermilch, Stuhl oder 

Tränenflüssigkeit, aber auch iatrogen durch Übertragung von Blut, Blutprodukten oder transplan-

tierten Organen HCMV-seropositiver Spender. Die Primärinfektion kann kongenital erfolgen; 

häufig findet sie aber perinatal bzw. im Kindes- oder jungen Erwachsenenalter statt. Dazu ist 

eine prolongierte Exposition erforderlich. Auch Ko- bzw. Reinfektionen mit unterschiedlichen 

Virusstämmen kommen vor. Es gibt nur einen HCMV-Serotyp, aber eine Vielzahl unterschiedli-

cher Virus-Stämme (Laborstämme wie AD169, Towne, Davis, klinische Isolate wie Toledo 

usw.), deren Sequenz-Homologie auf ca. 80 % geschätzt wird [51]. Für die Seroprävalenz von 

HCMV findet man stark variierende Angaben; sie ist abhängig von der untersuchten Population 

und dem verwendeten diagnostischen Test, wird aber häufig für Europa mit 60 bis 70 % angege-

ben [52]. Einmal etabliert, bleibt die Infektion lebenslang bestehen. Dies ist v.a. auf das vielfälti-

ge Repertoire von Immunevasionsstrategien von HCMV zurückzuführen. Dazu zählen Mecha-

nismen, die mit dem MHC-Klasse-I- und dem MHC-Klasse-II-Präsentationsweg der Wirtszelle 

und somit dem Zugriff durch T-Zellen interferieren, die Kodierung eines auf der Zellmembran 

exprimierten MHC-Klasse-I-Homologs (als Schutz vor NK-Zellen), die Interaktion mit Kom-

plementfaktoren, die Produktion von Interleukin-(Il-) und Chemokin-Homologen sowie die Mo-

dulation von Signaltransduktion, Transkription u.a. Zellfunktionen [53]. Bemerkenswert in die-

sem Zusammenhang ist auch, das nach Gilbert und Mitarbeitern [54] pp65 Kinase-Aktivität be-

sitzt und dadurch in der Lage sein könnte, die MHC-Klasse-I-Präsentation von IE-1-Peptiden zu 

behindern. Dennoch gelingt es dem Immunsystem, die Kontrolle über das Virus zu gewinnen - 

und zu behalten - sofern nicht Beeinträchtigungen des zellulären Immunsystems, wie z.B. durch 

Leukämien und Lymphome, Infektion mit dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV) oder im 

Rahmen einer Organ- oder Knochenmarkstransplantation, dem Virus Gelegenheit zu Reaktivie-

rung und Replikation geben. Dabei bereitet die Immunsuppression der Reaktivierung nicht allein, 

sondern in Verbindung mit chronischer Antigenstimulation und Aktivierung des Immunsystems 
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(z.B. durch hohe Plasmaspiegel an Tumor-Nekrose-Faktor-α, TNF-α, infolge Abstossung, Sep-

sis, ATG-Gabe usw.), den Boden [55, 56]. Eine Organtransplantation erfüllt alle diese Kriterien. 

Der Einsatz potenter Suppressoren der T-Zell-vermittelten Immunität wie Anti-Thymozyten-

Globulin (ATG) oder des monoklonalen anti-CD3-Antikörpers OKT3 ist dabei mit einer beson-

ders hohen Rate an HCMV-Reaktivierungen und Erkrankungen assoziiert. 

1.1.2. Klinische Manifestationen 

Die Primärinfektion oder Reaktivierung von HCMV können zu einem breiten Spektrum klini-

scher Manifestationen führen. Diese sind in Tabelle 2 dargestellt. Die bei Patienten nach Herz- 

und Lungentransplantation besonders häufigen Manifestationen sind mit (*) gekennzeichnet. 

Unter Transplantations-Patienten haben HCMV-seronegative Empfänger von Organen seroposi-

tiver Spender (D+R-), also Patienten, die im Rahmen ihrer Organtransplantation eine Erstinfekti-

on durchmachen, sowie seropositive Patienten, die ATG zur Behandlung einer akuten Abstoßung 

benötigen, mit 50-75 % ein besonders hohes Risiko, eine HCMV-Erkrankung zu entwickeln [4]. 

 

Tabelle 1: Klinische Manifestationen der HCMV-Infektion 
Direkte und indirekte Effekte der HCMV-Infektion 
A. Direkte Effekte der primären HCMV-Infektion oder HCMV-Reaktivierung:  

Kongenitale HCMV-Infektion: breites Spektrum von klinisch inapparent bis zu schweren Missbildungen 
Perinatale HCMV-Infektion: selten; interstitielle Pneumonie besonders bei Frühgeborenen 
HCMV-Mononukleose: v.a. im jungen Erwachsenenalter mononukleoseartige Symptomatik der Erstinfektion 
HCMV-Infektion bei immunsupprimierten Patienten: 
- Enzephalitis, Meningitis und akute Myelitis transversa 
- Fieber* 
- Gastrointestinale Ulzerationen* 
- Hepatitis* 
- Myelosuppression mit Leukopenie und Thrombopenie* 
- Myokarditis* 
- Nephritis 
- Pankreatitis 
- Pneumonie* 
- Retinits 
- Sinusitis 
- Zystitis 

B. Indirekte Effekte: 
Transplantatschaden (akuter/chronischer): z.B. Transplantat-Vaskulopathie* 
Lymphoproliferative Erkrankung (PTLD) 
Globaler immunosuppressiver Effekt, der zu potentiell lebensbedrohlichen opportunistischen Superinfektionen 
wie z.B. mit Pneumocystis carinii prädisponiert 

* häufige Manifestationen bei herz- und/oder lungentransplantierten Patienten, nach [4] 
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1.1.3. Diagnose 

Die vielfältigen diagnostischen und prognostischen Marker der HCMV-Infektion sind detailliert 

in einer kürzlich erschienenen Übersichtsarbeit beschrieben [57]. Hier werden deshalb nur die im 

Deutschen Herzzentrum Berlin (DHZB) verwendeten und deshalb für diese Arbeit relevanten 

Verfahren dargestellt. 

Grundlage der (Verdachts-)Diagnose sind Anamnese und klinische Untersuchung. Die Sympto-

matik einer HCMV-Erkrankung ist jedoch sehr diffus und die Diagnose klinisch deshalb oft 

schwierig zu stellen: Fieber, Müdigkeit, Abgeschlagenheit, Luftnot, Husten, Übelkeit, Erbrechen, 

Durchfall, Skotome, eine diffuse ZNS-Symptomatik usw. können, je nach Manifestation, auftre-

ten. Paraklinisch wichtige Parameter sind v.a. Leuko- und Thrombozytopenie, Transaminase-

nerhöhung, HCMV-IgG und -IgM, pp65-Antigenämie und HCMV-DNAämie. Wichtige appara-

tive Untersuchungsmethoden sind die Bronchoskopie, Compupertomographie, Endoskopie, E-

chokardiographie, die intramyokardiale Elektrographie (IMEG) [58], Lungenfunktions-

Diagnostik und Thorax-Röntgen. Der HCMV-Serostatus wird bei allen Patienten schon vor der 

Transplantation erhoben. Zur serologischen Diagnostik wird der Enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) eingesetzt, der die Präsenz HCMV-spezifischer IgG- oder IgM-Antikörper im 

peripheren Blut nachweist (indirekter Nachweis der Infektion). Die Anwesenheit von IgG-

Antikörpern zeigt eine in der Vergangenheit durchgemachte Primärinfektion an (Ausnahme: pas-

siv übertragene HCMV-IgG). IgM-Antikörper werden sowohl im Rahmen der Primärinfektion 

als auch nach Reaktivierungen gebildet und erlauben somit keine Unterscheidung beider Entitä-

ten. Zudem ist die Serologie bei immunsupprimierten Patienten auch eher insensitiv. IgG- und 

IgM-ELISA werden im DHZB in der unmittelbaren post-Transplantationsphase zunächst wö-

chentlich, dann bei Routineuntersuchungen in der ambulanten Nachsorge bestimmt. Gleiches gilt 

für die pp65-Antigenämie. Dieser Test beruht als ein direktes Nachweisverfahren auf der Detek-

tion von pp65 in infizierten Leukozyten im peripheren Blut mit Hilfe monoklonaler anti-pp65-

Antikörper. Das Ergebnis wird in positiven Zellen pro 200.000 Zellen angegeben. Bei Verdacht 

auf Reaktivierung oder Erkrankung wird die Antigenämie auch in kleineren Abständen bestimmt. 

Gelegentlich wird zusätzlich eine qualitative DNA-PCR durchgeführt. Die Diagnose von Or-

ganmanifestationen beruht auf dem Nachweis von HCMV in entsprechenden histologischen Prä-

paraten und in der bronchoalveolären Lavage. 
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1.1.4. Therapie 

Die Therapie der HCMV-Infektion beinhaltet die Prophylaxe, die präemptive Therapie und die 

Behandlung asymptomatischer und symptomatischer Infektionen. Trotz intensiver Bemühungen 

um eine Standardisierung gehen die Ansichten über die Effektivität verschiedener Protokolle 

aber nach wie vor weit auseinander. Bei Patienten einer Hochrisikogruppe (HCMV-seronegative 

Empfänger eines Organs von einem HCMV-positiven Spender, kurz D+R-; ATG bei Abstoßung) 

sollte der Primärinfektion durch Prophylaxe vorgebeugt werden. Dazu werden Hyperimmunglo-

bulin (HCMV-Ig) und die Nukleosidanaloga Aciclovir, Valaciclovir, Ganciclovir oder neuer-

dings Valganciclovir eingesetzt. Eine wirkungsvolle HCMV-Impfung ist derzeit noch nicht ver-

fügbar. Unter den vielen Vakzinierungsstrategien gegen HCMV sind die Versuche von Plotkin 

und Mitarbeitern mit einer abgeschwächten Lebendvakzine („Towne-Stamm“) nennenswert [59]. 

Der Einsatz einer solchen Lebendvakzine ist im Rahmen einer Organtransplantation aber zu ris-

kant. Ein anderer Ansatz ist die Entwicklung einer sog. Peptidvakzine. Die Kenntnis des HLA-

A*0201-restringierten Epitops pp65495-503 (NLVPMVATV1) ermöglichte Diamond und Mitarbei-

tern erste Versuche mit einer solchen Peptidvakzine [60]. Da das Allel HLA-A*0201 weltweit 

stark verbreitet ist und HCMV-seropositive HLA-A*0201-positive Spender zu einem hohen Pro-

zentsatz gegen dieses Peptid mit CD8+ T-Zell-Antworten reagieren, könnte die Immunisierung 

mit diesem Peptid HLA-A*0201-positiven Patienten einer Risikogruppe effektiven Schutz vor 

Primärinfektion verleihen. Mit einem relativ kleinen Repertoire weiterer Peptide, die von ande-

ren häufigen HLA-Allelen präsentiert werden, wäre auf dieser Basis auch die Immunisierung 

eines noch grösseren Bevölkerungsteils denkbar [35]. 

Die Gabe von Ganciclovir i.v. für 10 bis 14 Tage, gefolgt von einer dreimonatigen oralen Gan-

ciclovir-Gabe, senkt das Risiko einer HCMV-Erkrankung bei Patienten, die ATG zur Behand-

lung eine akuten Abstossung benötigen, deutlich [4]. In manchen Zentren gilt eine solche prä-

emptive Ganciclovir-Gabe auch bei Anstieg der Virämie (quantitative PCR) als indiziert [4]. 

Standard der symptomatischen HCMV-Therapie im DHZB ist nach wie vor Ganciclovir i.v. für 

10 bis 14 Tage (5mg/kg Körpergewicht, 2 mal täglich), gefolgt von Ganciclovir per os. Foscarnet 

wird bei Transplantationspatienten wegen seiner hohen Toxizität nur in Fällen eingesetzt, in de-

nen Ganciclovir nicht zu Besserung führt (Infektion mit Ganciclovir-resistenten HCMV-

Stämmen) [61]. Gleiches gilt für das relativ neue Cidofovir, ein ebenfalls recht toxisches Medi-

kament. Im DHZB erhalten alle Patienten nach Transplantation eine prophylaktische Gabe von 

                                                 
1(wahrscheinliche) immunogene Sequenzen sind in dieser Arbeit einheitlich fett und unterstrichen dargestellt 
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Aciclovir p.o. gegen Herpesvirusinfektionen im Allgemeinen. Die Aktivität von Aciclovir gegen 

HCMV ist jedoch schwach, weshalb im Falle positiver pp65-Antigenämien auf Ganciclovir per 

os umgestellt wird. Bei vermuteter oder gesicherter invasiver HCMV-Erkrankung erhalten die 

Patienten initial Ganciclovir i.v., später per os. Künftig wird sicher das neue oral gut verfügbare 

Ganciclovir (Valganciclovir) verstärkt eingesetzt werden. 

1.2. Die Rolle von T-Zellen in der Kontrolle von HCMV 

Die zentrale Funktion des Immunsystems, und damit auch von T-Lymphozyten, ist die Unter-

scheidung zwischen gefährlich und ungefährlich. T-Zell-Antworten besitzen die beiden wesentli-

chen Charakteristika der erworbenen Immunität - Antigenspezifität und Gedächtnis. Alle kern-

haltigen Körperzellen präsentieren T-Zellen an MHC-Klasse-I gebundene Peptide auf ihrer Zell-

oberfläche. Sie geben ihnen damit ein „Inventar“ der in ihrem Zytoplasma enthaltenen, von der 

Zelle synthetisierten, Proteine. Man nennt das den „endogenen Präsentationsweg“. Auch Peptide, 

die aus viralen Proteinen in virusinfizierten Zellen oder aus mutierten Proteinen in Tumorzellen 

stammen, können dem Immunsystem auf diese Weise präsentiert werden. Die sog. zytotoxischen 

CD8+ T-Zellen sind auf die Elimination solcher Zellen spezialisiert. Durch Interaktion ihres T-

Zell-Rezeptors (TCR) mit dem Peptid, für das sie spezifisch sind und dem dieses Peptid präsen-

tierendem MHC-Klasse-I-Molekül, wird die CD8+ T-Zelle aktiviert und der Komplex durch 

Bindung von CD8 an den TCR stabilisiert. Dieses Signal allein würde jedoch zum Tod der T-

Zelle führen („activation induced cell death“, AICD). Um ihre Funktion vermitteln zu können, 

benötigt die T-Zelle noch ein zweites, kostimulatorisches, Signal („two-signal hypothesis“), wie 

z.B. die Interaktion von CD28 auf T-Zellen mit den Oberflächenmolekülen CD80 (B7-1) oder 

CD86 (B7-2) auf aktivierten Antigen-präsentierenden Zellen (APC). Zytotoxische T-Zellen ver-

fügen über ein breites Repertoire sog. „direkter“ und „indirekter“ Mechanismen, um die als 

„fremd“ erkannte Zielzelle zu zerstören [62]. Zu den „direkten“ Mechanismen aktivierter CD8+ 

T-Zellen zählen z.B. die Sekretion von Perforin und Granzymen oder die Wechselwirkung von 

Fas-Ligand (CD95L) mit Fas (CD95) auf der Oberfläche von Zielzellen. Die „indirekten“ Me-

chanismen, wie die Sekretion von Chemokinen und Zytokinen wie z.B. TNF-α und IFN-γ, haben 

keine unmittelbaren zytotoxischen Effekte auf die Zielzelle, sie nehmen Einfluss auf andere Zel-

len. IFN-γ, das ausserdem noch von CD4+ T-Zellen und NK-Zellen produziert wird, ist ein sog. 

pleiotropes Zytokin, also ein Zytokin mit einer Vielzahl immunmodulatorischer Funktionen. Zu 

seinen Wirkungen zählt die gesteigerte Expression von MHC-Klasse-I-Molekülen auf verschie-

denen Zelltypen und von MHC-Klasse-II-Molekülen v.a. auf Makrophagen, die Aktivierung von 
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Endothelzellen, Granulozyten, Makrophagen, T- und NK-Zellen sowie die Differenzierung von 

T- und B-Zellen. Für IFN-γ wurde auch ein direkter inhibitorischer Effekt auf die Replikation 

von HCMV beschrieben [39]. Nach Antigenkontakt aktivierte naive CD8+ T-Zellen proliferieren 

und differenzieren z.T. zu Effektor-T-Zellen, deren Aufgabe die Elimination des Antigens ist, für 

das sie spezifisch sind. Solche Antigen-spezifischen T-Zell-Populationen können dabei massiv 

expandieren. Bleibt weiterer Antigenkontakt aus, sterben die entstandenen Zellen aber durch  

Apoptose wieder ab. Ein Teil antigen-geprimter T-Zellen entwickelt sich jedoch zu den funktio-

nell ruhenden sog. Gedächtniszellen weiter. Bei erneutem Antigenkontakt sind diese Zellen in 

der Lage, innerhalb weniger Stunden eine starke Immunantwort aufzubauen. Die schnelle Pro-

duktion von IFN-γ ist ein (zumindest durchflusszytometrisch) sichtbarer Beleg dafür [63]. 

Das MHC-Klasse-I-Molekül des Menschen besteht aus einer schweren Kette mit drei Domänen 

(α1, α2, und α3) sowie dem β2-Mikroglobulin. Die α1 und α2 Domänen formen die sog. Antigen-

bindungsgrube, die zu beiden Seiten geschlossen ist und daher nur relativ kurze Peptide mit einer 

Länge von 7 bis 13, typischerweise aber von 9, Aminosäuren aufnehmen kann [64]. Variationen 

der Aminosäuresequenz insbesondere in dieser Region führen zu Unterschieden in der Form der 

Antigenbindungsgrube zwischen verschiedenen HLA-Allelen. Spezifität und Länge der Peptide, 

die von den bisher bekannten 83 HLA-A, 186 HLA-B und 46 HLA-C Allelen gebunden werden, 

hängen ab von den Aminosäureresten, die die Antigenbindungsgrube aufbauen. Durch Vergleich 

von Peptiden, die von bestimmten HLA-Allelen gebunden waren, konnte gezeigt werden, dass 

diese Peptide häufig gleiche Aminosäurereste nahe dem N- und C-Terminus hatten. Der Begriff 

„Bindungsmotiv“, der für dieses Phänomen geprägt wurde, beinhaltet dabei sowohl die Länge als 

auch die Präferenz für bestimmte Aminosäurereste in bestimmten Positionen eines am betreffen-

den MHC-Molekül gebundenen Peptids. Finden sich in diesen Positionen Aminosäuren aus einer 

Gruppe mit sehr ähnlichen biochemischen Eigenschaften, werden diese Aminosäuren als „Bin-

dungsanker“ bezeichnet. Dabei handelt es sich meistens um den Aminosäurerest in Position 2 

sowie den C-terminalen Aminosäurerest. Abbildung 2 (S.14) verdeutlicht das am Beispiel einiger 

von HLA-A*0201 präsentierter Peptide: 

Der häufigste Bindungsanker in Position 2 der Aminosäure-Sequenz ist hier Leucin (L), aber 

auch andere aliphatische Aminosäuren wie Valin (V), Methionin (M), Isoleucin (I), Alanin (A), 

und Threonin (T) kommen in dieser Position vor [64]. Als Bindungsanker in Position 9 kommt 

fast ausschliesslich Valin vor. Andere Aminosäurereste des Peptids ragen aus der Peptidbin-

dungsgrube des MHC-Moleküls heraus, was die Interaktion mit dem T-Zell-Rezeptor ermöglicht.  
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G I L G F V F T L Influenza-Matrix Protein (59-68)
W L S L L V P F V Hepatitis B sAg (335-343)
D L M G Y I P L V Hepatitis C Matrix Protein (17-25)      
Y M D G T M S Q V Tyrosinase (369-377)
I L K E P V H G V Reverse Transcriptase von HIV (476-484)
N L V P M V A T V HCMV-Matrix Protein pp65 (489-507)
------ HLA-A*0201 -------

G I L G F V F T L Influenza-Matrix Protein (59-68)
W L S L L V P F V Hepatitis B sAg (335-343)
D L M G Y I P L V Hepatitis C Matrix Protein (17-25)      
Y M D G T M S Q V Tyrosinase (369-377)
I L K E P V H G V Reverse Transcriptase von HIV (476-484)
N L V P M V A T V HCMV-Matrix Protein pp65 (489-507)
------ HLA-A*0201 -------

 
Abbildung 2 Die Bindungsanker (fett) von HLA-A*0201-präsentierten T-Zell-Epitopen un-
terschiedlichster Herkunft ähneln sich stark. Das zuunterst gezeigte ist ein auch in dieser Arbeit i-
dentifiziertes pp65-Epitop. Modifiziert nach [64] 

 

Die Kenntnis der Bindungsmotive für viele verschiedene HLA-Allele erlaubt mittlerweile die 

Vorhersage, von welchem HLA-Allel ein gegebenes Peptid sehr wahrscheinlich präsentiert wird. 

Dieses Prinzip liegt den Datenbanken „SYFPEITHI“ und „BIMAS“ zugrunde. 

Im Gegensatz zu den MHC-Klasse-I-Molekülen ist die Peptidbindungsgrube von Klasse-II-

Molekülen zu beiden Seiten offen und kann daher auch grössere Peptide aufnehmen. Typischer-

weise haben diese Peptide eine Länge von 15 bis 18 Aminosäuren [64], es kommen jedoch auch 

viel kürzere (< 9) und längere (> 24) Liganden in Frage. Die Präferenz für bestimmte Aminosäu-

rereste in Bindungspositionen ist bei MHC-Klasse-II-Molekülen zudem viel weniger stringent als 

bei Klasse-I-Molekülen: Aminosäuren, die zu biochemisch sehr unterschiedlichen Gruppen zäh-

len, werden gleichermassen toleriert, was die Definition von Bindungsmotiven stark erschwert. 

MHC-Klasse-II-Moleküle befinden sich nur auf der Oberfläche von Zellen, die auf die Präsenta-

tion von Antigen spezialisiert sind (APC), wie Makrophagen, Langerhans- und dendritische Zel-

len, aber auch B-Zellen. APC nehmen Antigene durch Endophagozytose aus ihrer Umgebung auf 

und präsentieren diese den CD4+ T-Helfer-Zellen (sog. „exogener Präsentationsweg“). T-Helfer-

zellen sind zentrale „Organisatoren“ der Immunantwort. Durch das Zytokinrepertoire, das sie 

ausschütten, bestimmen sie die Art der resultierenden Immunantwort. 

1.3. Aufgaben und (mögliche) Anwendungen der durchflusszytometrischen T-Zell-

Epitop-Kartierung 

Die Aufgaben und (möglichen) Anwendungen der durchflusszytometrischen T-Zell-Epitop-

Kartierung erstrecken sich auf alle im Abschnitt 1.1 dargestellten Gebiete. Im Vordergrund steht 

dabei die Erforschung der komplexen Natur der T-Zell-Antwort gegen HCMV und die damit 

verbundenen pathogenetischen Implikationen. Davon verspricht man sich entscheidenden Ein-

fluss auf die Diagnostik. Vor allem die Entwicklung eines intensivierten Immunmonitorings mit 
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dem Ziel, das Risiko einer HCMV-Erkrankung besser und früher abschätzen zu können, ist damit 

verbunden. Zudem kann der Einfluss der immunsuppressiven Therapie auf die HCMV-

spezifischen T-Zellen direkt untersucht werden. Wie erwähnt, sind bereits Versuche des Im-

munmonitorings auf Epitop-Ebene bei KMT-Patienten mit Hilfe von sog. „Tetrameren“ durchge-

führt worden [46, 47]. Dabei handelt es sich um tetramere, über Streptavidin gekoppelte und mit 

Peptiden beladene MHC-Molekül-Komplexe, die mit Phycoerythrin (PE) markiert sind und so 

die direkte Darstellung Peptid-spezifischer T-Zellen gestatten. Die Entwicklung von „Tetrame-

ren“ ist aber ohne Kenntnis der immunogenen Peptide und der präsentierenden HLA-Allele nicht 

möglich. Auch dies ist ein wichtiger Ertrag der T-Zell-Epitop-Kartierung. Darüber hinaus hat die 

Kenntnis von Epitopen eine entscheidende Bedeutung sowohl für die Entwicklung einer effekti-

veren Prophylaxe, beispielsweise in Form verbesserter Peptid-Vakzinen, als auch für die Thera-

pie mit Hilfe des adoptiven Transfers HCMV-spezifischer T-Zellen. Vor allem aber könnte die 

medikamentöse Therapie für Patienten, die in einer bestimmten Phase des klinischen Verlaufes 

oder auf dem Boden ihrer T-Zell-Antwort ein erhöhtes Risiko für eine HCMV-Erkrankung ha-

ben, durch gezielteren Einsatz entscheidend optimiert werden; Patienten, die keiner Prophylaxe 

oder Therapie bedürfen, blieben unerwünschte Nebenwirkungen dieser Maßnahmen erspart. 
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2. Problemstellung 

Schon seit langem ist die zentrale Rolle der T-Zellen bei der Kontrolle der HCMV-Infektion be-

kannt. Welche aber die entscheidenden Kriterien dafür sind, dass diese T-Zell-Antwort effektiven 

Schutz vor einer HCMV-Erkrankung zu bieten vermag, ist bisher nur unzureichend geklärt. 

Hängt die Effektivität des Schutzes allein von der Frequenz Antigen-spezifischer T-Zellen ab? 

Wenn nicht, welche Rolle spielt die „Struktur“ der T-Zell-Antwort, d.h. welche und wie viele 

verschiedene Zielstrukturen von CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen im HCMV erkannt werden? Gibt es 

auf dieser Basis möglicherweise einen HLA-Typ, der zur Entwicklung einer HCMV-Erkrankung 

prädisponiert, während ein anderer eher protektiv ist? Welchen Stellenwert haben CD4+, CD8+ 

T-Zellen und das Zusammenspiel beider Subpopulationen bei der Kontrolle der Infektion? Ein 

umfassenderes Verständnis der Mechanismen, die vor Reaktivierung schützen, könnte das Ma-

nagement von HCMV bei immunsupprimierten Patienten entscheidend verbessern: sensiblere 

Diagnostik und gezielterer Einsatz von Prophylaxe, präemptiver Therapie und Therapie sympto-

matischer Infektionen könnten zum verbessertem Schutz von Patienten mit erhöhtem Risiko füh-

ren. Den Patienten dagegen, die relativ sicher vor der Entwicklung einer HCMV-Erkrankung 

sind, könnten unnötige Risiken und Nebenwirkungen dieser Massnahmen erspart bleiben (bei-

spielsweise die myelotoxische Wirkung von Ganciclovir, die z.T. zu schwerer Neutropenie bis 

hin zur Agranulozytose führen kann). Arbeiten, die sich mit solchen Fragen auseinandersetzen, 

verwenden dazu häufig Material gesunder Probanden. Die Untersuchung von Patienten mit ei-

nem hohen Risiko für HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung bietet jedoch bedeutend mehr 

Möglichkeiten, die pathogenetischen Implikationen der gemachten Beobachtungen zu interpretie-

ren. 

In dieser Arbeit wurden deshalb drei Ziele verfolgt: 

 

(1) Zunächst sollte, v.a. auch im Hinblick auf zukünftige Projekte, ein Verfahren entwickelt 

werden, welches gestattete, die CD4+ und CD8+ T-Zell-Reaktionen gegen immundominante 

Proteine mit einem Minimum an Material vollständig in die jeweiligen antigenen Determi-

nanten aufzuschlüsseln und bis hinab auf die Ebene einzelner Klone zu analysieren. 

(2) Diese Techniken wurden dann bei einer Gruppe herz- und lungentransplantierter Patienten 

eingesetzt, um die T-Zell-Antwort gegen die beiden wahrscheinlich wichtigsten Ziele in 

HCMV, IE-1 und pp65, im Detail zu studieren und mehr über die Komplexität und die Ge-

setzmässigkeiten dieser Antwort zu lernen. 
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(3) Schliesslich wurden die beobachteten Unterschiede in der Struktur der T-Zell-Antwort zwi-

schen den Patienten mit deren unterschiedlichen klinischen Verläufen im Hinblick auf 

HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung in Beziehung gesetzt. 
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3. Materialien und Methoden 

3.1. Materialien 

3.1.1. Patienten- und Probandenmaterial 

In einem vorangegangenen Projekt wurden die T-Zell-Antworten auf IE-1 und pp65 von 43 herz- 

und lungentransplantierten Patienten von einem anderen Untersucher über 6 Monate nach Trans-

plantation verfolgt. In der vorliegenden Arbeit wurden alle HCMV-IgG-seropositven Patienten 

(kurz: Patienten; Pt-2, Pt-7, Pt-91 usw.) aus dieser Gruppe untersucht, die messbare T-Zell-

Reaktionen auf eines oder beide Proteine hatten. Die wichtigsten Charakteristika dieser insge-

samt 17 herz- und 3 lungentransplantierten Patienten, die alle bereits vor Transplantation 

HCMV-IgG-seropositiv waren, sind in Tabelle 3 (S.19) zusammengefasst. Die Verteilung der 

HLA-Allele in der Patientengruppe zeigt Abbildung 3 (S.20). Mit der Epitop-Kartierung wurde 

zwischen dem 150. und 450. Tag nach Transplantation begonnen. Dazu wurde den Patienten zu 

Routineuntersuchungszeitpunkten in der Transplantationsambulanz oder während stationärer 

Klinikaufenthalte im DHZB 16.2 ml venöses Blut (sechs 2.7 ml Cirtat-Monovetten) abgenom-

men. Aus diesem Blut wurden am gleichen Tag PBMC präpariert.  

Zur Untersuchung der HCMV-IgG-seropositiven gesunden Probanden (kurz: gesunde Proban-

den; Pr-1, Pr-2, usw.) wurde für methodische Untersuchungen venöses Vollblut in verschiedenen 

Serien und unter Verwendung von Citrat oder Heparin abgenommen. 

3.1.2. Verbrauchsmaterialien 

2.7 und 10 ml Citrat-Monovetten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
5.5 ml Lithium-Heparin-Monovetten Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
10 ml Monovetten mit 150 I.E. Liquemin Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
0.5, 1.5 und 2.0 ml Eppendorfgefässe Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
2052-Falcon-Röhrchen (5 ml; Polypropylen) Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 
14 ml „Cellstar“-Polypropylen-Röhrchen Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
14 ml Polyethylen-Röhrchen mit Deckel Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
2070-Falcon-Röhrchen (50 ml; Polypropylen) Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 
Pipettenspitzen zu 10, 100 und 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
sterile Transferpipetten (3.5 ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
sterile Pipettenspitzen (5 und 10 ml) Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 
LS Zellseparationssäulen Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland 

                                                 
1 Um Verwirrungen in der Gesamtdokumentation des Labors zu vermeiden, wurde die ursprügliche Numerierung der 
Patienten aus der Vorstudie beibehalten; die Numerierung der Patienten in dieser Arbeit ist daher nicht kontinuier-
lich. 
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Tabelle 2: Charakteristika der Stichprobe von 20 transplantierten Patienten 
Parameter Wert 
Alter bei Transplantation in Lebensjahren: Median (Spannweite)  50 (31-66) 
  
Geschlecht: w/m 5/15 
  
Diagnose:  

Dilatative Kardiomyopathie (dKMP) 12 (60 %) 
Restriktive Kardiomyopathie (rKMP) 1 (5 %) 
Koronare Herzerkrankung (KHK) 3 (15 %) 
Herzinsuffizienz bei hochgradiger Aorten- und Mitralinsuffizienz 1 (5 %) 
Lungenemphysem bei α-1-Antitrypsinmangel 2 (10 %) 
Primäre Pulmonale Hypertonie (PPH) 1 (5 %) 

  
Transplantiertes Organ: Herz/Doppel-Lunge 17/3 
  
Spender-/Empfänger-HCMV-Serostatus:  

D-R+ 11 (55 %) 
D+R+ 9 (45 %) 

  
Immunsuppressive Therapie (Beginn/Ende des Beobachtungszeitraums):  

Cyclosporin A 20/20 
Prednisolon 20/20 
Azathioprin 14/8 
Mycofenolat Mofetil 6/10 
Rapamycin 1/1 

  
Abstoßungen: Nein/Ja 6/14 
  
HCMV-Reaktivierung:  

1 = HCMV-seropositiv, keine DNA-/Antigenämie 6 (30 %) 
2 = DNA-/Antigenämie, keine klinischen Symptome 7 (35 %) 
3 = DNA-/Antigenämie, Fieber und/oder Leukopenie 2 (10 %) 
4 = DNA-/Antigenämie, invasive HCMV-Erkrankung 5 (25 %) 

  
Anzahl der dokumentierten Reaktivierungen je Patient im Beobachtungszeitraum: Median (Spann-
weite) 

 
1 (0-5) 

  
Frühe ( ≤ 90 Tage) und späte ( > 90 Tage) HCMV-Reaktivierungen 
(4 Patienten hat sowohl frühe wie späte Reaktivierungen) 

18/6 

  
Antigenämie: Median (Spannweite): positive/200.000 Zellen 3 (0-39) 
* 4 Patienten hatten sowohl frühe als auch späte Reaktivierungen 
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60(40)

63(15)

4 10,0
4 10,0

7

8

Gesamt

Häufigkeit ProzentHLA-B

40 100,0

1 2,5

5 12,5

4 10,0

1 2,5

4 10,0

1 2,5

2 5,0

2 5,0

5 12,5

1 2,5

1 2,5

2 5,0

1 2,5

1 2,5

1 2,5

13

15

18

27

35

37

44(12)

49(21)

51(5)

53

56(22)

57(17)

58(17)

60(40)

63(15)

4 10,0
4 10,0

7

8

Gesamt

Häufigkeit Prozent

ProzentHLA-DR

1 2,5

4 10,0

8 20,0

1 2,5

5 12,5

1 2,5

3 7,5

1 2,5

1 2,5

40 100,0

Homozygote

1(51)

11(5; 52)

12(5; 52)

13(6; 52)

14(6; 52)

15(2; 51)

16(2; 51)

17(3; 52)

3 7,5

4 10,0

6 15,0

2 5,0

3(52)

4(53)

7(53)

8(51)

Gesamt

Häufigkeit ProzentHLA-DR

1 2,5

4 10,0

8 20,0

1 2,5

5 12,5

1 2,5

3 7,5

1 2,5

1 2,5

40 100,0

Homozygote

1(51)

11(5; 52)

12(5; 52)

13(6; 52)

14(6; 52)

15(2; 51)

16(2; 51)

17(3; 52)

3 7,5

4 10,0

6 15,0

2 5,0

3(52)

4(53)

7(53)

8(51)

Gesamt

Häufigkeit

7,5

2,5

17,5

25,0

2,5

12,5

17,5

15,0

100,0

ProzentHLA-DQ

3

1

7

10

1

5

7

6

40

Homozygote

1

2

3

4

5(1)

6(1)

7(3)

Gesamt

Häufigkeit

7,5

2,5

17,5

25,0

2,5

12,5

17,5

15,0

100,0

ProzentHLA-DQ

3

1

7

10

1

5

7

6

40

Homozygote

1

2

3

4

5(1)

6(1)

7(3)

Gesamt

Häufigkeit

ProzentHLA-A
4 10,0

5 12,5

10 25,0

1 2,5

3 7,5

2 5,0

2 5,0

6 15,0

1 2,5

1 2,5

1 2,5

2 5,0

1 2,5

40 100,0

Homozygote

1

1 2,511

2

23(9)

24(9)

25(10)

26(10)

3

30(19)

31(19)

32(19)

68(28)

69(28)

Gesamt

HäufigkeitHLA-A
4 10,0

5 12,5

10 25,0

1 2,5

3 7,5

2 5,0

2 5,0

6 15,0

1 2,5

1 2,5

1 2,5

2 5,0

1 2,5

40 100,0

Homozygote

1

1 2,511 1 2,511

2

23(9)

24(9)

25(10)

26(10)

3

30(19)

31(19)

32(19)

68(28)

69(28)

Gesamt

Häufigkeit

* (-11.5 %)

 
Abbildung 3 Die Verteilung der HLA-Allele in der Patientengruppe entsprach im Wesentli-
chen der in der Gesamtbevölkerung. In der rechten Spalte sind die absoluten Häufigkeiten der HLA-
A, -B, -DR und -DQ-Allele in der Patientengruppe dargestellt, die Tabellen in der linken Spalten ge-
ben zusätzlich die relativen Häufigkeiten an. Abweichungen von > 5 % in der relativen Häufigkeit ei-
nes HLA-Allels zu einer (repräsentativen) Stichprobe von 174 Spendern [S. Ferencik, H. Gross-Wilde, 
Essen] sind mit * [Differenz des Prozentwertes] angegeben. Beispiel: 4 Patienten hatten das Allel 
HLA-B18 (entsprechend 10 % der insgesamt 40 HLA-B-Allele in der Patientengruppe). In der reprä-
sentativen Stichprobe kam HLA-B18 in 2.30 % vor; das entspricht einer Differenz von 7.7 % zur Pati-
entengruppe. Bw4 und Bw6 waren insgesamt jeweils 16 mal vorhanden, Cw-Allele wurden nur bei 4 
Patienten typisiert (hier nicht dargestellt). 
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3.1.3. Chemikalien, Medium, Lösungen, Puffer 

Bovines Serum Albumin (BSA) Serva, Heidelberg, Deutschland 
Brefeldin A (BFA) Sigma, München, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Pierce, Rockford, USA 
Ethyldiamin tetra-Essigsäure (EDTA) Sigma, Steinheim, Deutschland 
Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom, Berlin, Deutschland 
L-Glutamin Biochrom, Berlin, Deutschland 
Natrium Azid (NaN3) Serva, Heidelberg, Deutschland 
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt, Deutschland 
Polyoxyethylen(20)-Sorbitanmonolaureat (Tween 20) Sigma, Steinheim, Deutschland 
Aqua dest. Braun, Melsungen, Deutschland 
FACS-Lyse-Reagenz BD, San Jose, USA 
Ficoll-Paque Pharmacia, Uppsala, Schweden 
Na-Heparin (Liquemin®) Roche, Eppstein, Deutschland 
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin, Deutschland 
Humane Immmunglobulin-Lösung (Octagam®) Octapharma, Langenfeld, Deutschland 
Sterile phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) Dulbeccos, Gibco, Grossbritannien 
Unsterile phosphatgepufferte Kochsalzlösung (PBS) Hausapotheke der Charité 
1640 RPMI-Medium Biochrom, Berlin, Deutschland 
 

• Zellkulturmedium: 1640 RPMI-Medium + 10 % (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 I.E. Pe-

nicillin/Streptomycin 

• Permeabilisierungslösung: 400 ml Aqua dest., 100 ml FACS-Lyse-Reagenz, 250 µl  

Tween 20 

• EDTA-Lösung: PBS + 2 mM EDTA 

• PFA-Fixationslösung: PBS + 1 % (w/v) PFA 

• Wasch-Puffer: PBS + 0.5 % (w/v) BSA, 0.1 % (w/v) NaN3 

• MACS-Puffer: PBS + 0.5 % (w/v) BSA, 2 mM EDTA 
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3.1.4. Monoklonale Maus-anti-Human-Antikörper und -Antikörperkonjugate  

Tabelle 3: Verwendete Antikörper und -Antikörperkonjugate 
Antikörper Hersteller Antikörper Hersteller 

anti-CD28 BD, San Jose, USA anti-Vβ7-FITC Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-CD49d BD, San Jose, USA anti-Vβ8.1/8.2-FITC Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-CD3-PerCP BD, San Jose, USA anti-Vβ9-PE Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-CD4-PE BD, San Jose, USA anti-Vβ11-FITC Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-CD8-PerCP BD, San Jose, USA anti-Vβ12-FITC Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-CD8-APC BD, San Jose, USA anti-Vβ13.1-PE Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-CD14-PerCP BD, San Jose, USA anti-Vβ13.6-FITC Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-CD69-FITC BD, San Jose, USA anti-Vβ14-PE Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-CD69-PE BD, San Jose, USA anti-Vβ17-PE Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-IFN-γ-FITC BD, San Jose, USA anti-Vβ18-PE Immunotech, Marseille, Frank- 
   reich 
anti-IFN-γ-APC IQ Products, Groningen,  anti-Vβ20-FITC Immunotech, Marseille, Frank- 
 Niederlande  reich 
anti-Vβ1-PE Immunotech, Marseille,  anti-Vβ21.3-FITC Immunotech, Marseille, Frank- 
 Frankreich  reich 
anti-Vβ2-FITC  Immunotech, Marseille,  anti-Vβ22-FITC Immunotech, Marseille, Frank- 
 Frankreich  reich 
anti-Vβ3-PE Immunotech, Marseille,  anti-Vβ23-PE Immunotech, Marseille, Frank- 
 Frankreich  reich 
anti-Vβ5.1-PE Immunotech, Marseille,  anti-Panα/β-PE Immunotech, Marseille, Frank- 
 Frankreich  reich 
anti-Vβ5.2-PE Immunotech, Marseille,  anti-CD45-anti-IFN-γ  Miltenyi Biotec, Bergisch- 
 Frankreich (Catch Reagent) Gladbach, Deutschland 
anti-Vβ5.3-PE Immunotech, Marseille,  anti-IFN-γ-PE (Detec- Miltenyi Biotec, Bergisch- 
 Frankreich tion Antibody) Gladbach, Deutschland 
anti-Vβ6.7-FITC Serotech, Düsseldorf,  anti-PE-Microbeads Miltenyi Biotec, Bergisch- 
 Deutschland  Gladbach, Deutschland 

3.1.5. Antigene: Einzelpeptide, Peptidpools, virales Lysat 

Die verwendeten Peptide von 9, 10 und 15 Aminosäuren Länge wurden in der Abteilung für Pep-

tid- und Proteinchemie des Instituts für Medizinische Immunologie der Charité und der Firma 

NMI (Reutlingen) nach Standard-Fmoc-Verfahren [65] synthetisiert und anschließend gefrierge-

trocknet. Die Sequenzen der Peptide sind den Tabellen 5 (S.24) und 6 (S.25) zu entnehmen. Je-
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des Peptid wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer Konzentration von 80 mg/ml gelöst 

(Stammlösung). Aus diesen Stammlösungen wurden je nach Bedarf Arbeitslösungen durch Ver-

dünnung mit DMSO hergestellt. Für methodische Arbeiten benötigte Einzelpeptide wurden di-

rekt vor der Zugabe mit PBS auf die benötigten Konzentrationen eingestellt. Zur Herstellung der 

Peptidpools wurden die Einzelpeptide bei Raumtemperatur unter Stickstoffatmosphäre mit 

DMSO auf eine Konzentration von 0.25 mg/ml gebracht, wie benötigt zusammenpipettiert, und 

in Aliquots von 4 µl eingefroren. Zwei Peptidpools (die „Gesamtmischungen“) enthielten jeweils 

alle Pentadecapeptide des entsprechenden Proteins. Die Konzentration der Peptide in diesen 

Pools betrug ebenfalls 1 µg/ml. Auch diese Pools wurden in Aliquots zu 4 µl eingefroren. Ein-

zelpeptide zur Nachtestung wurden mit DMSO auf 1 mg/ml, gereinigtes und zuvor im Ulltra-

schallbad homogenisiertes HCMV-Lysat (ABI, Columbia, USA) mit PBS auf eine Konzentration 

von 0.25 mg/ml gebracht. Alle Antigene wurden bei -70° C aufbewahrt. 

3.2. Verwendete Geräte und Software 

3.2.1. Verwendete Geräte 

Absaugpumpe Laboport Neuberger, Freiburg, Deutschland 
Brutschrank EG 110 R Jouan, Saint Nazaire, Frankreich 
FACSCalibur-Durchflusszytometer Becton Dickinsion, San Jose, USA 
FACSVantage-Durchflusszytometer Becton Dickinsion, San Jose, USA 
FACSDiva-Durchflusszytometer Becton Dickinsion, San Jose, USA 
Laminar-Flow-Box Kendro, Hanau, Deutschland 
Lichtmikroskop Olympus, Tokio, Japan 
MidiMACS-Separationsständer und -magnet Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland 
Neubauer Zählkammer Brand, Wertheim, Deutschland 
Pipettierhilfe Pipettus standard Hirschmann, Eberstadt, Deutschland 
Wasserbad Grant, Camebridge, Grossbritannien 
Zentrifuge Centrifuge 5810 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Kühlzentrifuge CR422 Jouan, Saint Nazaire, Frankreich 

3.2.2. Verwendete Software 

Cell QuestPro Becton Dickinsion, San Jose, USA 
Paint-A-GatePro Becton Dickinsion, San Jose, USA 
Word 97/2000 Microsoft Corp., Redmont, USA  
Excel 7.0 Microsoft Corp., Redmont, USA 
Power Point Microsoft Corp., Redmont, USA 
FreeHand 9 Macromedia, San Francisco, USA 
SPSS für Windows SPSS Inc., Chicago, USA 
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Tabelle 4: Aminosäure-Sequenzen der verwendeten IE-1-Pentadecapeptide 
Peptid Aminosäure-Sequenz Peptid Aminosäure-Sequenz Peptid Aminosäure-Sequenz 

1 MESSAKRKMDPDNPD 41 EDKREMWMACIKELH 81 SVMLAKRPLITKPEV

2 AKRKMDPDNPDEGPS 42 EMWMACIKELHDVSK 82 AKRPLITKPEVISVM

3 MDPDNPDEGPSSKVP 43 ACIKELHDVSKGAAN 83 LITKPEVISVMKRRI

4 NPDEGPSSKVPRPET 44 ELHDVSKGAANKLGG 84 PEVISVMKRRIEEIC

5 GPSSKVPRPETPVTK 45 VSKGAANKLGGALQA 85 SVMKRRIEEICMKVF

6 KVPRPETPVTKATTF 46 AANKLGGALQAKARA 86 RRIEEICMKVFAQYI

7 PETPVTKATTFLQTM 47 LGGALQAKARAKKDE 87 EICMKVFAQYILGAD

8 VTKATTFLQTMLRKE 48 LQAKARAKKDELRRK 88 KVFAQYILGADPLRV

9 TTFLQTMLRKEVNSQ 49 ARAKKDELRRKMMYM 89 QYILGADPLRVCSPS

10 QTMLRKEVNSQLSLG 50 KDELRRKMMYMCYRN 90 GADPLRVCSPSVDDL

11 RKEVNSQLSLGDPLF 51 RRKMMYMCYRNIEFF 91 LRVCSPSVDDLRAIA

12 NSQLSLGDPLFPELA 52 MYMCYRNIEFFTKNS 92 SPSVDDLRAIAEESD

13 SLGDPLFPELAEESL 53 YRNIEFFTKNSAFPK 93 DDLRAIAEESDEEEA

14 PLFPELAEESLKTFE 54 EFFTKNSAFPKTTNG 94 AIAEESDEEEAIVAY

15 ELAEESLKTFEQVTE 55 KNSAFPKTTNGCSQA 95 ESDEEEAIVAYTLAT

16 ESLKTFEQVTEDCNE 56 FPKTTNGCSQAMAAL 96 EEAIVAYTLATAGVS

17 TFEQVTEDCNENPEK 57 TNGCSQAMAALQNLP 97 VAYTLATAGVSSSDS

18 VTEDCNENPEKDVLA 58 SQAMAALQNLPQCSP 98 LATAGVSSSDSLVSP

19 CNENPEKDVLAELVK 59 AALQNLPQCSPDEIM 99 GVSSSDSLVSPPESP

20 PEKDVLAELVKQIKV 60 NLPQCSPDEIMAYAQ 100 SDSLVSPPESPVPAT

21 VLAELVKQIKVRVDM 61 CSPDEIMAYAQKIFK 101 VSPPESPVPATIPLS

22 LVKQIKVRVDMVRHR 62 EIMAYAQKIFKILDE 102 ESPVPATIPLSSVIV

23 IKVRVDMVRHRIKEH 63 YAQKIFKILDEERDK 103 PATIPLSSVIVAENS

24 VDMVRHRIKEHMLKK 64 IFKILDEERDKVLTH 104 PLSSVIVAENSDQEE

25 RHRIKEHMLKKYTQT 65 LDEERDKVLTHIDHI 105 VIVAENSDQEESEQS

26 KEHMLKKYTQTEEKF 66 RDKVLTHIDHIFMDI 106 ENSDQEESEQSDEEE

27 LKKYTQTEEKFTGAF 67 LTHIDHIFMDILTTC 107 QEESEQSDEEEEEGA

28 TQTEEKFTGAFNMMG 68 DHIFMDILTTCVETM 108 EQSDEEEEEGAQEER

29 EKFTGAFNMMGGCLQ 69 MDILTTCVETMCNEY 109 EEEEEGAQEEREDTV

30 GAFNMMGGCLQNALD 70 TTCVETMCNEYKVTS 110 EGAQEEREDTVSVKS

31 MMGGCLQNALDILDK 71 ETMCNEYKVTSDACM 111 EEREDTVSVKSEPVS

32 CLQNALDILDKVHEP 72 NEYKVTSDACMMTMY 112 DTVSVKSEPVSEIEE

33 ALDILDKVHEPFEEM 73 VTSDACMMTMYGGIS 113 VKSEPVSEIEEVAPE

34 LDKVHEPFEEMKCIG 74 ACMMTMYGGISLLSE 114 PVSEIEEVAPEEEED

35 HEPFEEMKCIGLTMQ 75 TMYGGISLLSEFCRV 115 IEEVAPEEEEDGAEE

36 EEMKCIGLTMQSMYE 76 GISLLSEFCRVLCCY 116 APEEEEDGAEEPTAS

37 CIGLTMQSMYENYIV 77 LSEFCRVLCCYVLEE 117 EEDGAEEPTASGGKS

38 TMQSMYENYIVPEDK 78 CRVLCCYVLEETSVM 118 AEEPTASGGKSTHPM

39 MYENYIVPEDKREMW 79 CCYVLEETSVMLAKR 119 TASGGKSTHPMVTRS

40 YIVPEDKREMWMACI 80 LEETSVMLAKRPLIT 120 GKSTHPMVTRSKADQ
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Tabelle 5: Aminosäure-Sequenzen der verwendeten pp65-Pentadecapeptide 
Peptid Aminosäure-Sequenz Peptid Aminosäure-Sequenz Peptid Aminosäure-Sequenz 

1 MESRGRRCPEMISVL 47 AFVFPTKDVALRHVV 93 FTSQYRIQGKLEYRH

2 GRRCPEMISVLGPIS 48 PTKDVALRHVVCAHE 94 YRIQGKLEYRHTWDR

3 PEMISVLGPISGHVL 49 VALRHVVCAHELVCS 95 GKLEYRHTWDRHDEG

4 SVLGPISGHVLKAVF 50 HVVCAHELVCSMENT 96 YRHTWDRHDEGAAQG

5 PISGHVLKAVFSRGD 51 AHELVCSMENTRATK 97 WDRHDEGAAQGDDDV

6 HVLKAVFSRGDTPVL 52 VCSMENTRATKMQVI 98 DEGAAQGDDDVWTSG

7 AVFSRGDTPVLPHET 53 ENTRATKMQVIGDQY 99 AQGDDDVWTSGSDSD

8 RGDTPVLPHETRLLQ 54 ATKMQVIGDQYVKVY 100 DDVWTSGSDSDEELV

9 PVLPHETRLLQTGIH 55 QVIGDQYVKVYLESF 101 TSGSDSDEELVTTER

10 HETRLLQTGIHVRVS 56 DQYVKVYLESFCEDV 102 DSDEELVTTERKTPR

11 LLQTGIHVRVSQPSL 57 KVYLESFCEDVPSGK 103 ELVTTERKTPRVTGG

12 GIHVRVSQPSLILVS 58 ESFCEDVPSGKLFMH 104 TERKTPRVTGGGAMA

13 RVSQPSLILVSQYTP 59 EDVPSGKLFMHVTLG 105 TPRVTGGGAMAGAST

14 PSLILVSQYTPDSTP 60 SGKLFMHVTLGSDVE 106 TGGGAMAGASTSAGR

15 LVSQYTPDSTPCHRG 61 FMHVTLGSDVEEDLT 107 AMAGASTSAGRKRKS

16 YTPDSTPCHRGDNQL 62 TLGSDVEEDLTMTRN 108 ASTSAGRKRKSASSA

17 STPCHRGDNQLQVQH 63 DVEEDLTMTRNPQPF 109 AGRKRKSASSATACT

18 HRGDNQLQVQHTYFT 64 DLTMTRNPQPFMRPH 110 RKSASSATACTSGVM

19 NQLQVQHTYFTGSEV 65 TRNPQPFMRPHERNG 111 SSATACTSGVMTRGR

20 VQHTYFTGSEVENVS 66 QPFMRPHERNGFTVL 112 ACTSGVMTRGRLKAE

21 YFTGSEVENVSVNVH 67 RPHERNGFTVLCPKN 113 GVMTRGRLKAESTVA

22 SEVENVSVNVHNPTG 68 RNGFTVLCPKNMIIK 114 RGRLKAESTVAPEED

23 NVSVNVHNPTGRSIC 69 TVLCPKNMIIKPGKI 115 KAESTVAPEEDTDED

24 NVHNPTGRSICPSQE 70 PKNMIIKPGKISHIM 116 TVAPEEDTDEDSDNE

25 PTGRSICPSQEPMSI 71 IIKPGKISHIMLDVA 117 EEDTDEDSDNEIHNP

26 SICPSQEPMSIYVYA 72 GKISHIMLDVAFTSH 118 DEDSDNEIHNPAVFT

27 SQEPMSIYVYALPLK 73 HIMLDVAFTSHEHFG 119 DNEIHNPAVFTWPPW

28 MSIYVYALPLKMLNI 74 DVAFTSHEHFGLLCP 120 HNPAVFTWPPWQAGI

29 VYALPLKMLNIPSIN 75 TSHEHFGLLCPKSIP 121 VFTWPPWQAGILARN

30 PLKMLNIPSINVHHY 76 HFGLLCPKSIPGLSI 122 PPWQAGILARNLVPM

31 LNIPSINVHHYPSAA 77 LCPKSIPGLSISGNL 123 AGILARNLVPMVATV

32 SINVHHYPSAAERKH 78 SIPGLSISGNLLMNG 124 ARNLVPMVATVQGQN

33 HHYPSAAERKHRHLP 79 LSISGNLLMNGQQIF 125 VPMVATVQGQNLKYQ

34 SAAERKHRHLPVADA 80 GNLLMNGQQIFLEVQ 126 ATVQGQNLKYQEFFW

35 RKHRHLPVADAVIHA 81 MNGQQIFLEVQAIRE 127 GQNLKYQEFFWDAND

36 HLPVADAVIHASGKQ 82 QIFLEVQAIRETVEL 128 KYQEFFWDANDIYRI

37 ADAVIHASGKQMWQA 83 EVQAIRETVELRQYD 129 FFWDANDIYRIFAEL

38 IHASGKQMWQARLTV 84 IRETVELRQYDPVAA 130 ANDIYRIFAELEGVW

39 GKQMWQARLTVSGLA 85 VELRQYDPVAALFFF 131 YRIFAELEGVWQPAA

40 WQARLTVSGLAWTRQ 86 QYDPVAALFFFDIDL 132 AELEGVWQPAAQPKR

41 LTVSGLAWTRQQNQW 87 VAALFFFDIDLLLQR 133 GVWQPAAQPKRRRHR

42 GLAWTRQQNQWKEPD 88 FFFDIDLLLQRGPQY 134 PAAQPKRRRHRQDAL

43 TRQQNQWKEPDVYYT 89 IDLLLQRGPQYSEHP 135 PKRRRHRQDALPGPC

44 NQWKEPDVYYTSAFV 90 LQRGPQYSEHPTFTS 136 RHRQDALPGPCIAST

45 EPDVYYTSAFVFPTK 91 PQYSEHPTFTSQYRI 137 DALPGPCIASTPKKH

46 YYTSAFVFPTKDVAL 92 EHPTFTSQYRIQGKL 138 GPCIASTPKKHRG
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3.3. Methoden 

3.3.1. Zellpräparation 

PBMC wurden aus Vollblut durch Dichtegradienten-Zentrifugation mittels Ficoll-Paque (Dichte: 

1.078 g/ml bei 20°C) isoliert. Die Präparation folgte bei allen Versuchen i.W. dem gleichen Pro-

tokoll (auf Unterschiede ist hingewiesen): 

• 14 ml Polyethylen-Röhrchen wurden mit 3 ml Ficoll beschickt, welches vorsichtig mit 8 ml 

von mindestens 1:2 mit sterilem PBS verdünntem Vollblut überschichtet wurde. Anschlie-

ßend erfolgte die Zentrifugation bei 1000 g für 20 min. 

• Die zwischen Plasma und Ficoll befindliche Zellschicht (PBMC) wurde vorsichtig abgeho-

ben und dreimal mit sterilem PBS gewaschen (1. Waschschritt 210 g/10 min., 2. Wasch-

schritt 174 g/10 min., 3. Waschschritt 164 g/12 min.).  

• Die Zellen wurden anschließend in einem 50 ml-Polypropylen-Röhrchen mit Zellkulturme-

dium auf eine Zellkonzentration von 2.0 x 106 Zellen/ml eingestellt und über Nacht in einem 

Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2-Atmosphäre vorinkubiert. Bei der Präparation von 

PBMC aus Patientenmaterial wurde auf den 2. Waschschritt verzichtet, um den Zellverlust 

zu reduzieren. Ausserdem wurde die Zellkonzentration bei Bedarf bis auf ein Minimum von 

1.0 x 106 Zellen/ml eingestellt, um das vorhandene Material optimal auszunutzen. 

3.3.2. Antigen-Stimulation und intrazelluläre Zytokinfärbung unter Verwendung von Vollblut 

• Venöses Vollblut von Probanden wurde in verschiedenen Monovetten (Citrat-, Lithium- und 

Natrium-Heparin-Monovetten) abgenommen. 

• Alle Ansätze wurden als Dreifachansatz durchgeführt. Jeweils 1 ml Vollblut wurde dazu in 

14 ml-„Cellstar“-Polypropylen-Röhrchen pipettiert, diese mit dem zugehörigen Deckel ver-

schlossen und die Proben bei Raumtemperatur während der Präparation von PBMC (ca. 120 

min.) stehend gelagert. 

• Peptide und virales Lysat wurden anschließend zeitgleich mit der Stimulation von PBMC in 

Volumina von 1, 10, 20 und 40 µl (Arbeitskonzentrationen von 0.1 und 1 mg/ml) zugegeben. 

Die Endkonzentration der Antigene betrug je nach Versuchsansatz für Peptide 0.1, 1, 10 und 

40 µg/ml (exakt: 0.1, 1.0, 9.90 und 38.46 µg/ml) und für virales Lysat 0.1, 1, 10 und 20 

µg/ml (exakt: 0.1, 1.0, 9.90 und 19.60 µg/ml). Als Negativkontrolle diente ein Dreifachan-

satz, dem je 4 µl DMSO zugegeben wurden. Durch Verwendung von PBS als Lösungsmittel 
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für die Antigene wurde die DMSO-Konzentration in allen Proben unter 0.1 % (vol/vol) 

gehalten. 

• Die Proben wurden anschließend in 5° Schräglage von der Horizontalen bei 37°C und 5 % 

CO2-Atmosphäre im Brutschrank inkubiert, bevor nach 2 Stunden 2 µl einer in DMSO ge-

lösten Stammlösung von 5 mg/ml des Sekretionshemmers Brefeldin A (BFA) zugegeben 

wurden. Die Endkonzentration von BFA betrug somit 10 µg/ml in allen Proben. 

• Nach weiteren 4 Stunden Inkubationszeit wurde die Zytokinproduktion durch Zugabe von 10 

ml eiskaltem PBS gestoppt. Die Ansätze wurden dann für 8 min. bei 430 g und 4°C zentrifu-

giert, der Überstand dekantiert und das Zellpellet gründlich resuspendiert. 

• Anschließend wurden 10 ml FACS-Lyse-Lösung für 10 min. bei Raumtemperatur zugege-

ben, um die Erythrozyten zu lysieren. 

• Nachdem die Zellen herunterzentrifugiert, durch Zugabe von 4 ml Waschpuffer (bei 430 g 

und 4°C für 8 min.) gewaschen, dekantiert und resuspendiert wurden, erfolgte die Permeabi-

lisierung der Zellmembranen. Dazu wurde 1 ml Permeabilisierungs-Lösung zugegeben und 

die Proben für 10 min. bei Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert. 

• Nach einem weiteren Waschschritt erfolgten die intrazelluläre Färbung und die Oberflächen-

färbung mit sättigenden Mengen monoklonaler Antikörperkonjugate (anti-CD3-PerCP, anti-

CD4-PE, anti-CD8-APC und anti-IFN-γ-FITC) für 30 min. bei Dunkelheit auf schmelzen-

dem Eis. Auf Isotyp-Kontrollen wurde verzichtet, da diese sich in vorangegangenen Versu-

chen nicht als nützlich erwiesen hatten (siehe Abschnitt 4.1). Nach einem weiteren Wasch-

schritt wurden die Zellen durch 5-minütige Zugabe von 1 % PFA-Lösung refixiert, nochmals 

gewaschen und am folgenden Tag gemessen. 

3.3.3. Antigen-Stimulation und intrazelluläre Zytokinfärbung unter Verwendung von PBMC 

• Für den Vergleich von Vollblut und PBMC sowie verschiedener Antikoagulanzien wurde 

HCMV-seropositiven gesunden Spendern venöses Vollblut in verschiedenen Monovetten 

(Citrat-, Lithium- und Natrium-Heparin) abgenommen; daraus wurden, wie unter Abschnitt 

3.3.1 beschrieben, PBMC isoliert. Alle Proben wurden als Dreifachansatz durchgeführt. Pep-

tide und virales Lysat wurden zeitgleich mit der Stimulation von Vollblut in Volumina von 

1, 10, 20 und 40 µl (Arbeitslösungen 0.1 und 1 mg/ml) zugegeben. Die Endkonzentrationen 

der Stimulantien betrug je nach Versuchsansatz für Peptide 0.1, 1, 10 und 40 µg/ml (exakt: 

0.1, 1.0, 9.90 und 38.46 µg/ml) und für virales Lysat 0.1, 1, 10 und 20 µg/ml (exakt: 0.1, 1.0, 

9.90 und 19.60 µg/ml). Als Negativkontrolle diente ein Dreifachansatz, dem je 4 µl DMSO 
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zugegeben wurden. Durch Verwendung von PBS als Lösungsmittel lag die DMSO-

Konzentration in allen Proben unter 0.1 % (vol/vol). 

• PBMC von Patienten wurden zunächst präpariert (vgl. Abschnitt 3.3.1), mit Zellkulturmedi-

um auf eine Zell-Konzentration von 1.0 bis 2.0 x 106 Zellen/ml eingestellt und über Nacht im 

Brutschrank vorinkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden Einzelansätzen jeweils 4 µl der 

vorbereiteten Pools oder Einzelpeptide bzw. DMSO für die Negativkontrolle zugegeben. 

• Für die Stimulation von PBMC wurden zunächst 100 ml Kulturmedium in 2052-Falcon-

Röhrchen pipettiert, das jeweilige Stimulanz darin aufgenommen und anschließend 400 µl 

der Zellsuspension zugegeben. 

• Die Proben wurden darauf in 5° Schräglage von der Horizontalen bei 37°C und 5 % CO2-

Atmosphäre im Brutschrank inkubiert. 

• Nach 2 Stunden wurden pro Ansatz 2 µl BFA (der o.g. Stammlösung) in 500 µl warmen 

Kulturmedium aufgenommen und den Proben vorsichtig zugegeben. Die Endkonzentration 

von BFA betrug so in allen Proben 10 µg/ml. 

• Nach weiteren 4 Stunden Inkubationszeit wurde die Zytokinproduktion durch Zugabe von 3 

ml eiskaltem PBS abgestoppt, die Proben für 8 min. bei 430 g und 4°C herunterzentrifugiert 

und das Zellpellet resuspendiert. 

• Danach wurden 3 ml einer 2 mM EDTA-Lösung zugegeben und die Proben für 10 min. bei 

37°C im Wasserbad inkubiert. (EDTA entzieht den Zellen Ca2+. Sie sollen dadurch die Fä-

higkeit zur Adhäsion an der Röhrchenwand verlieren). 

• Nachdem die Ansätze herunterzentrifugiert, gründlich resuspendiert und durch Zugabe von 4 

ml Waschpuffer (bei 430 g und 4°C für 8 min.) gewaschen wurden, erfolgte die Permeabili-

sierung, Antikörperfärbung, und Fixierung wie für Vollblut beschrieben. 

• Für die Identifizierung der für die IFN-γ-Produktion verantwortlichen Peptide wurde für 

Vollblut- und PBMC-Proben eine Kombination von 10 µl anti-CD3-PerCP, 10 µl anti-CD4-

PE, 0.5 µl anti-CD8-APC und 10 µl anti-IFN-γ-FITC pro Ansatz verwendet. Die Anfärbung 

CD4+ und CD8+ T-Zellen erlaubte die direkte Analyse der in diesen Subpopulationen auf-

tretenden Reaktionen, was bei Reaktionen in beiden Subpopulationen von Vorteil sein konn-

te. Für die Nachtestung identifizierter Peptide nach der Epitop-Kartierung wurde eine Kom-

bination von 10 µl anti-CD3-PerCP, 0.5 µl anti-CD8-APC, 10 µl anti-CD69-PE und 10 µl 

anti-IFN-γ-FITC pro Ansatz gewählt. Die Färbung des frühen Aktivierungsparameters CD69 

ermöglichte eine genauere Analyse der T-Zell-Antwort [66]. 
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3.3.4. Nachtestung einzelner Peptide mit und ohne Zusatz kostimulatorischer Antikörper 

Um den Einfluss kostimulatorischer Antikörper auf die T-Zell-Antwort im oben beschriebenen 

Versuchsaufbau zu untersuchen, wurden jeweils 200 µl Kulturmedium in ein 2052-Falcon-

Röhrchen pipettiert, 2 µl eines 1 mg/ml konzentrierten Einzelpeptids zugegeben und vorsichtig 

resuspendiert. 101 µl dieses Ansatzes wurden in ein zweites 2052-Falcon-Röhrchen überführt 

und diesem Ansatz je 1 µl anti-CD28 und anti-CD49d (Endkonzentration: 1 µg/ml) zugegeben. 

Diese Verfahrensweise gewährleistete gleiche Peptidkonzentrationen in beiden Ansätzen. Zwei 

mit 4 µl DMSO versetzte Negativkontrollen, die eine ohne, die andere mit 1 µg/ml anti-CD28 

und anti-CD49d, wurden ebenfalls mitgeführt. Anschließend wurden PBMC eines Patienten 

zugeben, bei dem Stimulation mit dem jeweiligen Peptid zu CD4+ und/oder CD8+ T-Zell-

Antworten führte. Die Zellen wurden nun wie unter Abschnitt 3.3.3 dargestellt weiterverarbeitet. 

3.3.5. Durchflusszytometrische Analyse 

Die Durchflusszytometrie ermöglicht die Charakterisierung von Antigenen auf und in einer Zelle 

mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Antikörpern. Die Zellen werden dazu zunächst in einem 

Flüssigkeitsmantel als einzelne Partikel in laminare Strömung gebracht, bevor sie in die Mess-

kammer eintreten. Dort trifft (monochromatisches) Laserlicht auf die einzelne Zelle - und damit 

auf die an Antikörper gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe. Durch das Laserlicht angeregt, emittie-

ren diese ihrerseits Licht eines definierten Wellenlängenspektrums, das von Sensoren in der 

Messkammer als Impuls aufgenommen, verstärkt, und anschließend rechnergestützt aufbereitet 

wird. Gleichzeitig wird das Laserlicht je nach Beschaffenheit der getroffenen Zelle charakteris-

tisch gestreut. Aus der Interpretation von Vorwärtsstreulicht (FSC = forward scatter; ein globales 

Maß für die Grösse) und Seitswärtsstreulicht (SSC = sideward scatter; ein globales Maß für die 

Granularität) sind Rückschlüsse auf Größe und Granularität der Zelle möglich. Bei einem Vier-

Farben-Durchflusszytometer wie dem FACSCalibur können durch die Verwendung von Fluores-

zenzfarbstoffen mit ähnlichen Absorptions-, aber unterschiedlichen Emissionsmaxima bis zu 

sechs Parameter (vier Antigene sowie Grösse und Granularität) gleichzeitig untersucht werden. 

Als Farbstoffe wurden in dieser Arbeit Fluoreszein Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), 

Perdinin Chlorophyll-Protein (PerCP) und Allophycocyanin (APC) verwendet. Die Interpretation 

der gemessenen Proben ist in Abbildung 4 (S.30) und in [67] dargestellt. 
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Abbildung 4 Die durchflusszytometrische Analyse HCMV-spezifischer T-Zell-Reaktionen 
folgte immer den gleichen Prinzipien. Wie hier am Beispiel von Pt-9 dargestellt, wurden PBMC für 
6 h mit Pentadecapeptiden (in diesem Fall mit einem Pool aus 138 sich überlappenden Pentadecapep-
tiden, die die gesamte Sequenz von pp65 abdeckten, „Gesamtmischung“) stimuliert. Anschließend 
wurden 250.000 Zellen („Events“) gemessen. Mit Region 1 (R1) wurden kleine, vitale Lymphozyten 
ausgewählt („gating“); ein Schwellenwert („Threshold“, T) wurde festgelegt, um die Datenmenge zu 
reduzieren (A). CD3+ T-Zellen wurden durch R2 definiert (B). Infolge der Stimulation mit Antigen 
kommt es oft zu einer ausgeprägten Herabregulierung des TCR/CD3-Komplexes, ersichtlich durch 
Vergleich der geometrischen Mittelwerte der Fluoreszenzintensität („X-Geo-Mean“) von CD8+ (blau) 
und v.a. CD4+ T-Zellen (rot) mit dem der nicht Antigen-spezifischen T-Zellen (grau), was beim „Ga-
ting“ entsprechend berücksichtigt werden musste. Die Herabregulierung schließt CD4 und CD8 mit 
ein, hier in (C) erkennbar am niedrigeren Y-Geo-Mean der CD8+ Antigen-spezifischen Zellen im Ver-
gleich zu Zellen, die nicht reagierten (grau). Wenn Reaktionen in beiden Subpopulationen auftraten, 
erlaubte die hohe Färbeintensität von anti-CD8-APC eine saubere Trennung der reagierenden Popula-
tionen auch bei ausgeprägter Herabregulierung. Diese musste bei der Quantifizierung der CD8+/IFN-
γ+ T-Zellen ggf. durch eine Anpassung von R4 berücksichtigt werden. Bei der initialen Epitop-
Kartierung wurde eine Kombination von anti-CD4-PE und anti-CD8-APC verwendet, um die direkte 
Beurteilung der jeweiligen Population zu ermöglichen. Bei der Nachtestung einzelner Peptide wurde 
statt CD4 der frühe Aktivierungsmarker CD69 gefärbt (D). Die Bestimmung CD69+/IFN-γ+ T-Zell-
Frequenzen erfolgte dann mittels Quadranten-Statistik (QS). Der „Background“ (Hintergrundrauschen) 
wurde in der unstimulierten Kontrolle auf gleiche Weise bestimmt und von der Reaktion abgezogen. 
Häufig wurde ein höherer X-Geo-Mean der CD4+ im Vergleich zur CD8+ T-Zell-Population festge-
stellt, was auf eine größere Menge von intrazellulärem IFN-γ als bei CD8+ T-Zell-Populationen hin-
weist. 
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3.3.6. Methoden der T-Zell-Epitop-Kartierung 

Die Prinzipien der durchflusszytometrischen T-Zell-Epitop-Kartierung sind mehrfach detailliert 

dargestellt worden [30, 31, 32, 68, 69]. Dazu wurden die HCMV-Proteine IE-1 und pp65 (Ami-

nosäure-Sequenzen des HCMV-Laborstamms AD169) in Form von Pentadecapeptiden (15-

mere) synthetisiert, die sich um jeweils 11 Aminosäuren überlappten. Für IE-1 waren dazu 120, 

für pp65 138 solcher Pentadecapeptide erforderlich (Tabelle 5 und 6, S.24 und 25). Dieser An-

satz hatte zwei wesentliche Charakteristika: einerseits war jedes denkbare CD8+ Epitop von 8 bis 

11 Aminosäuren Länge in mindestens einem dieser 15-mere enthalten. Andererseits konnten die 

Pentadecapeptide auch CD4+ T-Zell-Antworten induzieren. Um die CD4+ und CD8+ T-Zell-

Epitope identifizieren zu können, mussten jedoch nicht notwendigerweise 120 bzw. 138 einzelne 

Tests durchgeführt werden. Vielmehr war es möglich, durch Zusammenfassung einzelner Peptide 

zu Peptidpools, die Anzahl benötigter Tests deutlich zu reduzieren. In dieser Arbeit kamen dazu 

zwei Verfahren zum Einsatz. Bei Patienten mit komplexen Reaktionen gegen pp65 mussten bis 

zu 30 Peptide und mehr nachgetestet werden. Um die Anzahl der dazu erforderlichen Proben 

möglichst klein zu halten, wurden die sehr wahrscheinlichen „Kandidaten“ einzeln nachgetestet, 

während weniger wahrscheinliche „Kandidaten“ zu Pools entsprechend einer zweidimensionalen 

Matrix zusammengefasst wurden. Die T-Zell-Epitop-Kartierung selber wurde aus dem gleichem 

Grund erstmals mit einem System durchgeführt, das noch effizienter arbeitete. Hierzu wurden die 

120 IE-1- und die 138 pp65-Pentadecapeptide entsprechend einer dreidimensionalen Matrix zu-

sammengefasst (illustriert am Beispiel von IE-1 in Abb. 5, S.32). 

3.3.7. Vβ-Typisierung Peptid-spezifischer T-Zell-Reaktionen 

Die Vβ-Typisierung Peptid-spezifischer T-Zell-Populationen wurde wie folgt durchgeführt: 

PBMC wurden, wie unter Abschnitt 3.3.1 dargestellt, präpariert, mit Zellkulturmedium auf 1.0 x 

106 Zellen/ml eingestellt und über Nacht vorinkubiert. Am nächsten Tag wurden 2052-Falcon-

Röhrchen mit 100 µl Zellkulturmedium und 1 µg eines zuvor als immunogen identifizierten ein-

zelnen Peptids beschickt und je ein mit FITC und ein mit PE markierter anti-Vβ-mAk zugegeben 

(z.B. anti-Vβ1-PE und anti-Vβ2-FITC). Zusätzlich wurden eine mit anti-Panαβ-PE gefärbte 

Probe sowie eine unstimulierte Kontrolle mitgeführt. Schließlich wurden 400 µl der Zellsuspen-

sion zugegeben und die Zellen wie oben (Abschnitt 3.3.3) weiterverarbeitet. Die intrazelluläre 

Färbung erfolgte nach 6-stündiger Stimulation mit anti-IFN-γ-APC, parallel zur Färbung mit  

anti-CD8-PerCP. Bei der anschliessenden Analyse wurden CD8high Zellen ausgewählt („gating“)  
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Abbildung 5 Das neue Verfahren der durchflusszytometrischen T-Zell-Epitop-Kartierung 
mit dreidimensionalem Peptidpool-Design war effizienter als die bisher verwendete Methode. 
Die 120 Pentadecapeptide, die die gesamte Aminosäure-Sequenz des HCMV-Proteins IE-1 umfassten, wurden da-
zu in 15 Peptidpools zu je 25 Peptiden zusammengefasst. Diese Pools waren entsprechend einer dreidimensionalen 
Matrix arrangiert: der resultierende „Würfel“ enthielt 5 transversale, 5 sagittale und 5 horizontale Pools. Drei solcher 
Pools sind in (A) eingezeichnet. Der dritte Transversal-Pool (Pool III) enthielt beispielsweise die Peptide 51 bis 75. 
Er teilte die Peptide 52, 57, 62, 67 und 72 mit dem zweiten sagittalen Pool (Pool VII) und die Peptide 61 bis 65 mit 
dem dritten horizontalen Pool (Pool XIII). Diese Peptide sind in (B) hellgrau hervorgehoben. Alle drei Pools hatten 
jedoch nur ein Pentadecapeptid gemeinsam („S“): Peptid 62 (dunkelgau). In dem Fall, dass eine T-Zell-Reaktion in 
den Pools III, VII und XIII beobachtet wurde, konnte so IE-1193-223 (Peptid 62) als verantwortliches Pentadecapep-
tid eindeutig identifiziert werden. Dieses Peptid führte bei Pt-30 und Pt-39 zu CD8+ T-Zell-Antworten. Für eine 
vollständige T-Zell-Epitop-Kartierung wurden so inkl. Negativ-Kontrolle und einem Pool, der alle 
Peptide enthielt („Gesamtmischung“) statt 24 nur noch 17 Tests benötigt. 



 33

und die Vβ-Familien der CD8high/IFN-γ+ T-Zell-Populationen bestimmt. Ein Beispiel dafür ist in 

Abbildung 13 (S.61) wiedergegeben. 

3.3.8. IFN-γ-Sekretions-Assay, MACS und durchflusszytometrische Feinsortierung 

Zur Separation Peptid-spezifischer T-Zellpopulationen wurde nach Stimulation mit dem jeweili-

gen Peptid ein Sekretions-Assay mit anschließender magnetischer Zellseparation und durchfluss-

zytometrischer Feinsortierung durchgeführt. Die PBMC-Präparation erfolgte wie unter Abschnitt 

3.3.1 erläutert. 

• Die Zellen wurden dann mit Zellkulturmedium auf 2.0 x 106 Zellen/ml eingestellt und in 

einem 50 ml 2070-Falcon-Röhrchen über Nacht vorinkubiert. 

• Nach Entnahme der für die Vβ-Typisierung benötigten Zellen wurden die verbleibenden 

Zellen mit 5 µg/106 Zellen des jeweiligen Peptids stimuliert (um maximale T-Zell-

Frequenzen zu erreichen; in einem Falle wurden 2 µg/106 Zellen verwendet). 

• Nach 6 h Inkubation im Brutschrank (bei 37°C und 5 % CO2-Atmosphäre) wurde das Röhr-

chen mit eiskaltem PBS aufgefüllt und bei 4°C mit 250 g für 10 min. zentrifugiert.  

• Nach Absaugen des Überstandes wurde das Zellpellet resuspendiert und in 80 µl kaltem 

Zellkulturmedium aufgenommen. 

• Daraufhin wurden 20 µl eines anti-CD45- und anti-IFN-γ-spezifischen mAk zugegeben 

(„catch reagent“) und die Zellen für 7 min. auf Eis inkubiert. 

• Die Probe wurde in mehrere Aliquots von jeweils 5.0 x 106 Zellen geteilt, die Zellen wurden 

mit je 50 ml 37°C warmen Zellkulturmedium verdünnt (die Zellkonzentration in jedem 50 

ml-Röhrchen betrug so 1.0 x 105 Zellen/ml) und im Brutschrank für 45 min. unter intermit-

tierender Rotation inkubiert. 

• Nach der Sekretionsphase wurden die Zellen zentrifugiert, das Medium abgesaugt und mit 

PBS/BSA/EDTA (MACS-Puffer) gewaschen (250 g, 10 min., 4°C). 

• Anschließend wurden die Zellen wieder gepoolt, in 80 µl kaltem MACS-Puffer aufgenom-

men und 20 µl anti-IFN-γ-PE (detection antibody) zugegeben. Gleichzeitig erfolgte die Ober-

flächenfärbung mit anti-CD69-FITC, anti-CD14-PerCP und anti-CD8-APC. Ausserdem wur-

den 4 µl einer humanen Immunglobulin-Lösung (Octagam®) zugesetzt, um Fc-Rezeptoren 

abzusättigen. Die Probe wurden dann für 10 min. auf Eis inkubiert. 

• Danach wurden die Zellen erneut gewaschen und in 80 µl kalten MACS-Puffer resuspen-

diert, bevor 20 µl anti-PE-Microbeads zugegeben wurden und die Probe für 15 min. bei 6°C 

inkubiert wurde. 
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• Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 1 ml entgastem, kaltem MACS-

Puffer aufgenommen und durch ein Filter auf eine LS Separationssäule (Miltenyi Biotec) ge-

geben, die sich in einem MidiMACS Magneten  (Miltenyi Biotec) befand. Die Säule wurde 

dreimal mit entgastem MACS-Puffer gespült, bevor die zurückgehaltenen Zellen ausserhalb 

des Magnetfeldes über einer zweiten LS Säule ausgewaschen wurden. Der Separationsvor-

gang wurde dann noch einmal wiederholt. 

• Die gereinigte CD8+/CD69+/IFN-γ+ Zellpopulation wurde schließlich auf Eis gelagert und 

unmittelbar darauf im Deutschen Rheumaforschungszentrum mit Hilfe eines FACSVantage- 

oder FACSDiva-Cell-Sorters nachsortiert, um einen maximalen Reinheitsgrad zu erreichen.  

• Die sortierten Zellen wurden schließlich in PBS aufgenommen und bei -20°C für die PCR-

Analyse aufbewahrt. Ein Beispiel für die Separation einer Peptid-spezifischen CD8+ T-Zell-

Reaktion ist in Abbildung 14 (S.62) gezeigt. 

3.3.9. TCR-γ1/2-PCR und FFA 

Im Thymus erhält jede T-Zelle durch Rekombination spezifischer V-J- oder V-D-J-Segmente 

sowie Veränderungen im Bereich der Verknüpfungsstellen der Segmente (N-Region) eine indivi-

duelle TCR-DNA-Sequenz, die an die Tochterzellen weitergegeben wird. Bei Vorkommen klo-

naler Expansionen in einem Zellgemisch findet man daher zahlreiche T-Zellen mit gleichen 

TCR-Sequenzen (sog. monoklonale Zellen). Dieses Rearrangement umfaßt dabei alle Genseg-

mente: auch wenn die Zelle später einen αβ-T-Zell-Rezeptor exprimiert, werden die γ- und δ-

Segmente ebenfalls rearrangiert. Die PCR ermöglicht eine schnelle Analyse dieser rearrangierten 

TCR-Gene, eine Methode, die z.B. Anwendung in der Dermatologie zur Diagnose kutaner T-

Zell-Lymphome findet. Dabei werden überwiegend Rearrangements der TCR-γ-Gene untersucht, 

die im Vergleich zu den anderen TCR eine einfachere Struktur haben. Diese Untersuchungen 

wurden im Rahmen einer Kooperation mit der Abteilung für Dermatologie und Venerologie der 

Charité unter der Leitung von Dr. Lukowsky durchgeführt. Die Methode inklusive des Primer-

Designs ist detailliert in [70] und [71] dargestellt. 

• Zunächst wurde die DNA aus den frisch aufgetauten, gereinigten T-Zell-Populationen durch 

Behandlung mit Proteinase K isoliert. 

• Anschließend wurden zwei TCR-γ-PCRs durchgeführt: die PCR-1 unter Verwendung der 

Konsensus-Primer VG1 und JG1/2, die Rearrangements der Gensegmente Vγ1-8 und Jγ1/2 

amplifizierten, sowie die PCR-2 mit Primern für die Segmente Vγ9, Vγ10, Vγ11 und Jγ1/2 
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(VG9, VG10/11, JG1/2). Die PCR-Produkte wurden auf mit 2 % Ethidiumbromid gefärbtem 

Agarosegel auf erfolgreiche Amplifikation untersucht. 

• Die am 5´-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff 5-Carboxy-fluorescein markierten Primer 

VG1 oder JG1/2 wurden anschließend der DNA-Fragmentanalyse durch ein ABI 310 PRISM 

DNA-Sequenzierungsgerät unterzogen. 

• Die Trennungen wurden dann mittels „GeneScan 372“ Software analysiert. Die Klonalität 

einer T-Zell-Population wurde angenommen, wenn ein Peak die Profile der Fluoreszenzin-

tensität mit einer „peak-height-ratio“ von mindestens Zwei dominierten [71].  

3.3.10. Vorhersage der jeweils wahrscheinlichsten präsentierenden HLA-Allele und immuno-

genen Nonamer-Sequenzen stimulierender Peptide 

Für jedes Pentadecapeptid, das zu CD8+ T-Zell-Antworten führte, wurde mit Hilfe der über das 

Internet frei zugänglichen Datenbanken „SYFPEITHI“ (www.syfpeithi.bmi-heidelberg.com) und 

„BIMAS“ (www.bimas.cit.nih.gov) eine Vorhersage der jeweils wahrscheinlichsten präsentie-

renden HLA-Allele und in den 15-meren enthaltenen immunogenen Nonamer-Sequenzen durch-

geführt. Zusätzlich wurden die HLA-Typen von Patienten und gesunden Probanden, die zuvor im 

Rahmen anderer Arbeiten von anderen Untersuchern kartiert worden waren und auf die gleichen 

Peptide reagierten, verglichen. Die Reaktivitäten dieser Probanden zeigen die Tabellen 7 und 8. 

Für Peptide, die zu CD4+ T-Zell-Reaktionen führten, waren die Möglichkeiten zur Vorhersage 

der präsentierenden HLA-Klasse-II-Allele begrenzter: da „BIMAS“ ausschließlich die Präsenta-

tion an Klasse-I-Allelen vorhersagt und das Repertoire von „SYFPEITHI“ nur vier DR-Allele 

umfaßt (DRB1*0101, 0301, 0401, and 1101), beruhte die Vorhersage hauptsächlich auf der 

HLA-Konformität von Patienten und gesunden Spendern, die auf gleiche Peptide CD4+ T-

Zellreaktionen zeigten. 

Tabelle 6: Reaktivitäten gesunder Probanden gegen IE-1-Pentadecapeptide, die in ande-
ren Arbeiten beschrieben wurden 

Peptid AS- Amino-Säure- Pro HLA-Typ % CD4+ % CD8+ 

 Position Sequenz band  T-Zellen T-Zellen 
46 IE-1181-195 AANKLGGALQAKARA Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.33 

  Pr-18 A3 A24(9) B8 B35 DR1(51) DR17(3; 52) DQ2 DQ5(1) - 1.01 
  Pr-24 A3 A24(9) B37 B62(15); Klasse-II nicht typisiert - 0.59 
      

49 IE-1193-207 ARAKKDELRRKMMYM Pr-17 A1 A2 B8 B60(40) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) - 0.15 
  Pr-18 A3 A24(9) B8 B35 DR1(51) DR17(3; 52) DQ2 DQ5(1) - 1.25 
  Pr-26 A1 A3 B7 B8 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 0.13 
  Pr-32 A2 B8 B50(21) DR3(52) DR4(53) DQ2 DQ3 - 0.19 
  Pr-34 A1 A24(9) B8 B18 DR3(52) DR7(53) DQ2 DQ3 - 4.82 
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Peptid AS- Amino-Säure- Pro HLA-Typ % CD4+ % CD8+ 

 Position Sequenz band  T-Zellen T-Zellen 
50 IE-1197-211 KDELRRKMMYMCYRN Pr-17 A1 A2 B8 B60(40) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) - 0.16 

  Pr-18 A3 A24(9) B8 B35 DR1(51) DR17(3; 52) DQ2 DQ5(1) - 0.60 
  Pr-32 A2 B8 B50(21) DR3(52) DR4(53) DQ2 DQ3 - 0.25 
  Pr-34 A1 A24(9) B8 B18 DR3(52) DR7(53) DQ2 DQ3 - 4.05 
      

62 IE-1245-259 EIMAYAQKIFKILDE Pr-28 A2 A23(9) B7 B13 DR7(53) DQ2 DQ3 - 0.71 
      

73 IE-1289-311 VTSDACMMTMYGGIS Pr-11 A1 A3 B37 DR4(53) DR8(51) DQ4 DQ8(3) - 3.34 
      

77 IE-1305-319 LSEFCRVLCCYVLEE Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) 0.02 0.59 
  Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.78 
  Pr-27 A2 A24(9) B7 B13 DR7(53) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) - 1.11 
  Pr-28 A2 A23(9) B7 B13 DR7(53) DQ2 DQ3 - 2.48 
  Pr-29 A2 A11 B18 B39 DR8(51) DR13(6; 52) DQ4 DQ6(1) - 0.02 
      

78 IE-1309-323 CRVLCCYVLEETSVM Pr-3 A3 A26(10) B7 B38(16) DR/(53) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 - 0.13 
  Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.22 
  Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.28 
  Pr-22 A2 A66(10) B7 B41 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1)DQ7(3) - 0.67 
  Pr-26 A1 A3 B7 B8 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 0.08 
  Pr-27 A2 A24(9) B7 B13 DR7(53) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) - 0.47 
  Pr-28 A2 A23(9) B7 B13 DR7(53) DQ2 DQ3 - 2.19 
  Pr-29 A2 A11 B18 B39 DR8(51) DR13(6; 52) DQ4 DQ6(1) - 0.01 
  Pr-33 A2 A26(10) B27 B44(12) DR1(51) DR4(53) DQ3 DQ5(1) - 2.98 
      

79 IE-1313-327 CCYVLEETSVMLAKR Pr-8 A2 B35 B37 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) - 0.13 
  Pr-29 A2 A11 B18 B39 DR8(51) DR13(6; 52) DQ4 DQ6(1) - 0.02 
  Pr-32 A2 B8 B50(21) DR3(52) DR4(53) DQ2 DQ3 - 0.11 
  Pr-33 A2 A26(10) B27 B44(12) DR1(51) DR4(53) DQ3 DQ5(1) - 1.08 

 

Tabelle 7: Reaktivitäten gesunder Probanden gegen pp65-Pentadecapeptide, die in ande-
ren Arbeiten beschrieben wurden 

Peptid AS- Amino-Säure- Pro HLA-Typ % CD4+ % CD8+ 
 Position Sequenz band  T-Zellen T-Zellen 

10 pp6537-51 HETRLLQTGIHVRVS Pr-35 A2 A74(19) B51(5) B53 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 0.60 
      

11 pp6541-55 LLQTGIHVRVSQPSL Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) 0.05 - 
  Pr-26 A1 A3 B7 B8 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) 0.24 - 
  Pr-27 A2 A24(9) B7 B13 DR7(53) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) 0.01 - 
      

28 pp65109-123 MSIYVYALPLKMLNI Pr-13 A30(19) A32(19) B49(21) B51(5) DR13(6; 52) DQ 6(1) - 0.55 
      

29 pp65113-127 VYALPLKMLNIPSIN Pr-23 A2 A33(19) B51(5) B58(17) DR3(52) DR12(5; 52) DQ2 DQ7(3) 0.10 - 
      

30 pp65117-131 PLKMLNIPSINVHHY Pr-18 A3 A24(9) B8 B35 DR1(51) DR17(3; 52) DQ2 DQ5(1) - 0.42 
  Pr-23 A2 A33(19) B51(5) B58(17) DR3(52) DR12(5; 52) DQ2 DQ7(3) 0.15 - 
      

31 pp65121-135 LNIPSINVHHYPSAA Pr-18 A3 A24(9) B8 B35 DR1(51) DR17(3; 52) DQ2 DQ5(1) - 0.39 
  Pr-36 A32 A68(28) B35DR1(51) DR16(2; 51)DQ5(1) - 0.02 
      

47 pp65185-199 AFVFPTKDVALRHVV Pr-36 A32 A68(28) B35DR1(51) DR16(2; 51)DQ5(1) - 0.43 
      

52 pp65205-219 VCSMENTRATKMQVI Pr-2 A30(19) A32(19) B13 B27 DR9(53) DR16(2; 51) DQ3 DQ5 - 1.92 
  Pr-15 A2 A28 B27 B37 DR4(53) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ8(3) - 2.05 
  Pr-19 A1 A2 B44(12) B57(17) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) - 0.50 
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Peptid AS- Amino-Säure- Pro HLA-Typ % CD4+ % CD8+ 
 Position Sequenz band  T-Zellen T-Zellen 

56 pp65221-235 DQYVKVYLESFCEDV Pr-35 A2 A74(19) B51(5) B53 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) 3.37 - 
      

66 pp65261-275 QPFMRPHERNGFTVL Pr-3 A3 A26(10) B7 B38(16) DR7(53) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 - 0.22 
  Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) 0.05 0.08 
  Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.20 
  Pr-22 A2 A66(10) B7 B41 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) - 0.51 
  Pr-26 A1 A3 B7 B8 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 0.07 
  Pr-27 A2 A24(9) B7 B13 DR7(53) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) - 0.81 
  Pr-28 A2 A23(9) B7 B13 DR7(53) DQ2 DQ3 - 0.05 
  Pr-29 A2 A11 B18 B39 DR8(51) DR13(6; 52) DQ4 DQ6(1) 0.02 0.08 
      

67 pp65265-279 RPHERNGFTVLCPKN Pr-3 A3 A26(10) B7 B38(16) DR/(53) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 - 0.02 
  Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.03 
  Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.15 
  Pr-22 A2 A66(10) B7 B41 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) - 0.65 
  Pr-26 A1 A3 B7 B8 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 0.06 
  Pr-27 A2 A24(9) B7 B13 DR7(53) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) - 0.33 
  Pr-28 A2 A23(9) B7 B13 DR7(53) DQ2 DQ3 - 0.03 
  Pr-29 A2 A11 B18 B39 DR8(51) DR13(6; 52) DQ4 DQ6(1) - 0.03 
      

71 pp65281-295 IIKPGKISHIMLDVA Pr-2 A30(19) A32(19) B13 B27 DR9(53) DR16(2; 51) DQ3 DQ5 0.16 - 
  Pr-33 A2 A26(10) B27 B44(12) DR1(51) DR4(53) DQ3 DQ5(1) 0.05 - 
      

72 pp65285-299 GKISHIMLDVAFTSH Pr-2 A30(19) A32(19) B13 B27 DR9(53) DR16(2; 51) DQ3 DQ5 0.16 - 
  Pr-33 A2 A26(10) B27 B44(12) DR1(51) DR4(53) DQ3 DQ5(1) 0.08 - 
      

82 pp65325-339 QIFLEVQAIRETVEL Pr-36 A32 A68(28) B35DR1(51) DR16(2; 51)DQ5(1) - 0.13 
      

91 pp65361-375 PQYSEHPTFTSQYRI Pr-1 A1 A2 B52(5) B61(40) DR11(5; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) 0.01 - 
  Pr-3 A3 A26(10) B7 B38(16) DR/(53) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 1.06 - 
  Pr-10 A2 A31(19) B8 DR3(52) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 1.46 - 
  Pr-17 A1 A2 B8 B60(40) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) 0.16 - 
  Pr-30 A3 A30(19) B7 B51(5) DR13(6; 52) DQ6(1) 0.03 - 
      

92 pp65361-375 PQYSEHPTFTSQYRI Pr-1 A1 A2 B52(5) B61(40) DR11(5; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) 0.69 - 
  Pr-3 A3 A26(10) B7 B38(16) DR/(53) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 1.26 - 
  Pr-10 A2 A31(19) B8 DR3(52) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 2.49 - 
  Pr-12 A24(9) A32(19) B14 B44(12); Klasse-II nicht typisiert 0.36 - 
  Pr-17 A1 A2 B8 B60(40) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) 0.58 - 
  Pr-30 A3 A30(19) B7 B51(5) DR13(6; 52) DQ6(1) 0.03 - 
  Pr-31 A11 A31(19) B15 B44(12) DR11(5; 52) DQ3 0.06 0.03 
      

93 pp65369-383 FTSQYRIQGKLEYRH Pr-1 A1 A2 B52(5) B61(40) DR11(5; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) 0.40 - 
  Pr-3 A3 A26(10) B7 B38(16) DR/(53) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 1.13 - 
  Pr-12 A24(9) A32(19) B14 B44(12); Klasse-II nicht typisiert 0,35 - 
  Pr-17 A1 A2 B8 B60(40) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) 0.37 - 
  Pr-30 A3 A30(19) B7 B51(5) DR13(6; 52) DQ6(1) 0.03 0.06 
  Pr-31 A11 A31(19) B15 B44(12) DR11(5; 52) DQ3 0.02 - 
      

104 pp65413-427 TERKTPRVTGGGAMA Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.68 
  Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.31 
  Pr-22 A2 A66(10) B7 B41 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) - 0.54 
  Pr-28 A2 A23(9) B7 B13 DR7(53) DQ2 DQ3 - 0.08 
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Peptid AS- Amino-Säure- Pro HLA-Typ % CD4+ % CD8+ 
 Position Sequenz band  T-Zellen T-Zellen 

105 pp65417-431 TPRVTGGGAMAGAST Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.74 
  Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.63 
  Pr-22 A2 A66(10) B7 B41 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) - 0.96 
  Pr-26 A1 A3 B7 B8 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 0.27 
  Pr-28 A2 A23(9) B7 B13 DR7(53) DQ2 DQ3 - 0.10 
      

122 pp65485-499 PPWQAGILARNLVPM Pr-1 A1 A2 B52(5) B61(40) DR11(5; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) 0.07 0.01 
      

123 pp65489-503 AGILARNLVPMVATV Pr-1 A1 A2 B52(5) B61(40) DR11(5; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ7(3) 0.19 0.18 
  Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.06 
  Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.18 
  Pr-8 A2 B35 B37 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) - 2.57 
  Pr-9 A2 A23(9)  B35 B62(15) DR4(53) DR13(6; 52)DQ6(1) DQ8(3) - 1,68 
  Pr-10 A2 A31(19) B8 DR3(52) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 - 1.38 
  Pr-15 A2 A28 B27 B37 DR4(53) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ8(3) - 0.06 
  Pr-17 A1 A2 B8 B60(40) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) - 0.49 
  Pr-19 A1 A2 B44(12) B57(17) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) - 0.18 
  Pr-20 A2 A26(10) B56(22) B60(40) DR4(53) DR16(51) DQ5(1) DQ7(3) - 3.65 
  Pr-21 A2 B44(12) B50(21); Klasse-II nicht typisiert - 0.50 
  Pr-23 A2 A33(19) B51(5) B58(17) DR3(52) DR12(5; 52) DQ2 DQ7(3) - 1.74 
  Pr-27 A2 A24(9)  B7 B13 DR7(53) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) - 0.26 
  Pr-29 A2 A11 B18 B39 DR8(51) DR13(6; 52) DQ4 DQ6(1) - 0.13 
  Pr-32 A2 B8 B50(21) DR3(52) DR4(53) DQ2 DQ3 - 0.92 
  Pr-33 A2 A26(10) B27 B44(12) DR1(51) DR4(53) DQ3 DQ5(1) - 1.06 
  Pr-35 A2 A74(19) B51(5) B53 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 1.83 
      

124 pp65493-507 ARNLVPMVATVQGQN Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.86 
  Pr-5 A2 B7 B60(40) DR15(2; 51) DQ6(1) - 0.35 
  Pr-8 A2 B35 B37 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) - 2.34 
  Pr-9 A2 A23(9)  B35 B62(15) DR4(53) DR13(6; 52)DQ6(1) DQ8(3) - 0.74 
  Pr-10 A2 A31(19) B8 DR3(52) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 - 1.14 
  Pr-15 A2 A28 B27 B37 DR4(53) DR15(2; 51) DQ6(1) DQ8(3) - 0.08 
  Pr-17 A1 A2 B8 B60(40) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) - 0.37 
  Pr-19 A1 A2 B44(12) B57(17) DR11(5; 52) DR17(3; 52) DQ2 DQ7(3) - 0.19 
  Pr-20 A2 A26(10) B56(22) B60(40) DR4(53) DR16(51) DQ5(1) DQ7(3) - 3.04 
  Pr-21 A2 B44(12) B50(21); Klasse-II nicht typisiert - 0.49 
  Pr-23 A2 A33(19) B51(5) B58(17) DR3(52) DR12(5; 52) DQ2 DQ7(3) - 1.34 
  Pr-27 A2 A24(9) B7 B13 DR7(53) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) - 0.72 
  Pr-29 A2 A11 B18 B39 DR8(51) DR13(6; 52) DQ4 DQ6(1) - 0.06 
  Pr-32 A2 B8 B50(21) DR3(52) DR4(53) DQ2 DQ3 - 0.63 
  Pr-35 A2 A74(19) B51(5) B53 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 1.49 
      

127 pp65505-519 GQNLKYQEFFWDAND Pr-2 A30(19) A32(19) B13 B27 DR9(53) DR16(2; 51) DQ3 DQ5 0.16 - 
  Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) 0.04 0.35 
  Pr-33 A2 A26(10) B27 B44(12) DR1(51) DR4(53) DQ3 DQ5(1) 0.26 - 
      

128 pp65509-523 KYQEFFWDANDIYRI Pr-2 A30(19) A32(19) B13 B27 DR9(53) DR16(2; 51) DQ3 DQ5 0.12 - 
  Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) 0.20 0.35 
  Pr-29 A2 A11 B18 B39 DR8(51) DR13(6; 52) DQ4 DQ6(1) 0.02 - 
  Pr-32 A2 B8 B50(21) DR3(52) DR4(53) DQ2 DQ3 0.02 - 
  Pr-33 A2 A26(10) B27 B44(12) DR1(51) DR4(53) DQ3 DQ5(1) 0.31 - 
      

129 pp65513-527 FFWDANDIYRIFAEL Pr-4 A2 A3 B7 DR13(6; 52) DR15(2; 51) DQ6(1) 0.18 - 
      

131 pp65521-535 YRIFAELEGVWQPAA Pr-35 A2 A74(19) B51(5) B53 DR1(51) DR15(2; 51) DQ5(1) DQ6(1) - 0.20 
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4. Ergebnisse 

Der durchflusszytometrische Nachweis Antigen-spezifischer T-Zellen nach Kurzzeit-Stimulation 

mittels intrazellulärer Zytokinfärbung kann sowohl in Vollblut wie auch unter Verwendung von 

PBMC durchgeführt werden [63, 66, 72, 73]. Für beide Methoden waren bereits Versuchsproto-

kolle im Institut etabliert. Ein systematischer Vergleich beider Verfahren hatte aber bisher nicht 

stattgefunden. Ein erster Teil methodischer Arbeiten diente daher der Etablierung eines mög-

lichst effektiven Protokolls für alle weiteren Versuche mit intrazellulärer Zytokinfärbung (Ab-

schnitt 4.1). Vor allem sollte mit den parallel in Vollblut und PBMC durchgeführten Dosis-

Wirkungskurven untersucht werden, welcher Ansatz sich besser für die Stimulation und die an-

schliessende intrazelluläre Zytokinfärbung eignet und welche Konzentration der verwendeten 

Antigene optimale Ergebnisse erbringt. Zusätzlich wurden der Einfluss verschiedener Antikoagu-

lanzien und die Verwendung kostimulatorischer monoklonaler Antikörper auf die Methode un-

tersucht. In einem zweiten Teil methodischer Versuche wurden Versuchsprotokolle für die An-

reicherung Peptid-spezifischer T-Zell-Populationen und deren Analyse durch TCR-γ1/2-PCR und 

Fragment-Analyse fluoreszenzmarkierter PCR-Amplifikate (FFA) etabliert. IFN-γ-Sekretions-

Assay, magnetische Zellseparation (MACS) und nachfolgende durchflusszytometrische Feinsor-

tierung sowie die Vβ-Typisierung HCMV-spezifischer T-Zell-Reaktionen (v.a. die zeitgleich mit 

der Stimulation erfolgende Oberflächenfärbung der Vβ-Ketten) wurden mit PBMC von gesunden 

Probanden getestet, bevor sie für die Untersuchung der Patienten angewendet wurden. Die Er-

gebnisse dieser Versuche sind hier nicht dargestellt. Unter Abschnitt 4.2 sind die Ergebnisse von 

Epitop-Kartierung und der Klonalitätsanalyse beschrieben. Abschnitt 4.3 fasst die Korrelation 

der experimentellen Ergebnisse mit den klinischen Daten der Patienten zusammen. 

4.1. Ergebnisse der methodischen Arbeiten 

4.1.1. Antikoagulanzienvergleich in Vollblut und PBMC 

Der Effekt gebräuchlicher Antikoagulanzien auf den Vollblut- und PBMC-Versuchsaufbau wur-

de bei drei Probanden mit bekannten T-Zell-Reaktivitäten auf einzelne IE-1- und pp65-

Pentadecapeptide verglichen. Dazu wurde den Probanden venöses Vollblut in Natrium-Heparin-, 

Lithium-Heparin- und Citrat-Monovetten abgenommen; aus einem Teil des Materials wurden 

PBMC präpariert, welche dann zeitgleich mit den Vollblutansätzen mit je 10 µg/ml der entspre-

chenden Pentadecapeptide für 6 h stimuliert wurden. Wie Abbildung 6 (S.40) zeigt, hatte die  
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Abbildung 6 Verschiedene Antikoagulanzien hatten keinen nennenswerten Einfluss auf die 
intrazelluläre Zytokinfärbung im PBMC-Versuchsaufbau; Citrat zeigte dagegen einen deutlich in-
hibitorischen Effekt im Vollblut. Vollblut und PBMC HCMV-seropositiver gesunder Probanden mit 
grossen Unterschieden in der Reaktionsstärke wurden für 6 h mit je 10 µg/ml eines einzelnen IE-1 o-
der pp65-Pentadecapeptids stimuliert. 250.000 Zellen wurden gemessen, CD3+/CD8+ T-Zellen aus-
gewählt und Frequenzen CD8+/IFN-γ+ T-Zellen bestimmt. Die Säulen geben die Medianwerte, die 
Balken jeweils Minimum bzw. Maximum der Dreifachansätze wieder. Der inhibitorische Effekt von 
Citrat im Vollblut ist auf den Entzug von Calcium zurückzuführen, das damit nicht für die T-Zell-
Aktivierung zur Verfügung steht. 
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Wahl des gerinnungshemmenden Zusatzes im PBMC-Versuchsaufbau keinen erheblichen Ein-

fluss auf die gemessenen T-Zell-Frequenzen. Im Vollblut-Versuchsaufbau wurden dagegen die 

höchsten Frequenzen in Lithium-heparinisierten Blut gemessen. Wie erwartet zeigte Citrat einen 

deutlich inhibitorischen Effekt; dieses Salz bindet in den Proben Ca2+, das damit nicht mehr für 

die Aktivierung der T-Zellen zur Verfügung steht. Auf die Stimulation von PBMC zeigte Citrat 

jedoch keinen nennenswerten Einfluss, was vermutlich auf die Auswaschung von Citrat bei der 

PBMC-Präparation und die Verwendung von 1640-RPMI-Medium zurückzuführen ist, das Ca2+ 

enthält. Die relativ grossen Unterschiede in den gemessenen Frequenzen, die bei Proband 3 beo-

bachtet wurden, lassen sich v.a. auf die schwachen T-Zell-Antworten zurückführen; auf kleine 

Reaktionen hatte die Methode naturgemäss grösseren Einfluss, als auf starke T-Zell-Antworten, 

was sich in grösseren Schwankungen der gemessenen Werte niederschlagen konnte. 

4.1.2. Dosis-Wirkungskurven für verschiedene Antigene in Vollblut und PBMC 

Für die Erstellung der Dosis-Wirkungskurven wurde Lithium-heparinisiertes Vollblut von sechs 

HCMV-seropositiven Probanden abgenommen, die bekannte CD8+ T-Zell-Reaktionen auf ein-

zelne Nona- und Pentadecapeptide aus IE-1 bzw. pp65 sowie CD4+ T-Zell-Antworten gegen 

HCMV-Lysat hatten. (Bei Proband 2 wurde ein 10-mer verwendet, weil dieses zu wesentlich 

stärkeren Reaktionen als das entsprechende Nonamer führte). Um ein möglichst realistisches 

Modell zu erhalten, wurden gesunde Probanden mit grossen Unterschieden in der Reaktionsstär-

ke ausgewählt. Aus einem Teil des Vollblutes wurden zunächst PBMC präpariert, bevor die Pro-

ben zeitgleich mit 0.1, 1, 10 und 40 µg/ml der entsprechenden Peptide bzw. 0.1, 1, 10 und 20 

µg/ml viralem Lysat stimuliert wurden. Aus Kostengründen war eine Verwendung von 40 µg/ml 

HCMV-Lysat nicht möglich. Die beobachteten T-Zell-Antworten fielen dabei weitaus unter-

schiedlicher aus, als erwartet (Abb. 7, S.42). Bei manchen Probanden erreichten die T-Zell-

Frequenzen sowohl in Vollblut als auch bei PBMC bei einer Antigenkonzentration von 10 µg/ml 

ein Plateau und konnten auch mit höheren Konzentrationen nicht weiter gesteigert werden (Pr-1, 

Pr-2, Pr-5). Bei anderen Probanden wurden die höchsten T-Zell-Frequenzen schon bei relativ 

niedrigen Antigen-Konzentrationen gemessen (Pr-2, Pr-7, Pr-8); höhere Konzentrationen hatten 

offensichtlich einen inhibitorischen Effekt. Dies war besonders bei den mit HCMV-Lysat stimu-

lierten Proben der Fall, ein Ergebniss, das sich mit Beobachtungen von Meacker und Mitarbei-

tern [73] deckte, die dieses Phänomen auf die in HCMV-Lysat befindlichen immunmodulatori-

schen Moleküle zurückführten. Die Unterschiede zwischen den jeweils in Vollblut und PBMC 

gemessenen T-Zell-Frequenzen waren jedoch bei allen hier untersuchten Probanden konsistent.  
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Abbildung 7 In allen Dosis-Wirkungskurven lagen die in PBMC gemessenen T-Zell-
Frequenzen deutlich über den in Vollblut gemessenen und/oder waren schon bei wesentlich klei-
neren Antigen-Konzentrationen detektierbar. Lithium-heparinisiertes Vollblut und PBMC von 
sechs verschiedenen HCMV-seropositiven gesunden Probanden wurden für 6 h mit 0.1, 1, 10 und 40 
µg/ml einzelner Nonapeptide (A) und Pentadecapeptide (B) sowie mit 0.1, 1, 10 und 20 µg/ml 
HCMV-Lysat (C) stimuliert (AD169). 250.000 Zellen wurden gemessen, CD8+ bzw. CD4+ T-Zellen 
ausgewählt und anschließend die Frequenzen CD8+/IFN-γ+ bzw. CD4+/IFN-γ+ Zellen bestimmt. Die 
Punkte geben Median-Werte von Dreifachansätzen wieder, abzüglich der Werte der unstimulierten 
Kontrollen. Die Balken geben jeweils Minimum und Maximum der Dreifachansätze wieder. Zu beach-
ten sind die unterschiedlichen Skalierungen. (*) nicht durchgeführt 
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Die maximalen unter Verwendung von PBMC gemessenen T-Zell-Frequenzen waren im Ver-

gleich zu Vollblut insgesamt deutlich höher und/oder wurden schon bei kleineren Antigenkon-

zentrationen erreicht. Mögliche Erklärungen für dieses Phänomen sind die Anwesenheit von 

Plasmaproteasen mit degradierendem Einfluss auf die verwendeten Antigene oder die unspezifi-

sche Bindung der Antigene an im Vollblut befindliche Plasmaproteine bzw. Erythrozyten. 

4.1.3. T-Zell-Reaktionen mit und ohne kostimulatorische Antikörper 

Waldrop und Mitarbeiter hatten gezeigt, dass die mit intrazellulärer Zytokinfärbung gemessenen 

CD4+ T-Zell-Frequenzen durch Zugabe monoklonaler Antikörper gegen CD28 und CD49d um 

das bis zu 2.75-fache gesteigert werden können [74]. Da dies insbesondere für die Analyse 

schwacher T-Zell-Antworten bei der Epitop-Kartierung sehr vorteilhaft hätte sein können, sollte 

der Effekt dieser exogenen Kostimulation - gerade auch für CD8+ T-Zell-Antworten - untersucht 

werden. Dazu wurden 20 CD8+ und 8 CD4+ T-Zellreaktionen immunsupprimierter Patienten auf 

einzelne IE-1- und pp65-Pentadecapeptide mit und ohne Zusatz kostimulatorischer Antikörper 

verglichen. Aufgrund der begrenzten Menge an Material konnten nur Einzelansätze durchgeführt 

werden. Die Versuchsanordnung gewährleistete jedoch gleiche Antigenkonzentrationen in beiden 

Proben (vgl. Abschnitt 3.3.4, S.28). Die CD8+ T-Zell-Frequenzen konnten durch Zugabe kosti-

mulatorischer Antikörper tatsächlich ein wenig gesteigert werden (Wilcoxon-Rangtest; asympto-

tische 2-seitige Signifikanz: p = 0.002). Im Median waren die gemessenen Frequenzen um 12.02 

% grösser als bei Proben ohne Kostimulation (Abb. 8A, S.44). Ähnliches galt für CD4+ T-Zell-

Antworten (jedoch mit p = 0.067 nicht signifikant). Im Median verstärkte die exogene Kostimu-

lation die CD4+ T-Zell-Antworten um 20.71 % (Abb. 8B). Bei einer Reihe von Proben waren die 

gemessenen T-Zell-Frequenzen allerdings ohne die exogene Kostimulation grösser als mit. Zu-

dem war der beobachtete Effekt insgesamt nicht besonders ausgeprägt, weshalb auf die Zugabe 

von anti-CD28 und anti-CD49d in allen weiteren Versuchen verzichtet wurde. 

4.1.4. Isotyp-Kontrollen und Positiv-Kontrollen mit PMA/Ionomycin 

Bis dato war die Durchführung von Isotyp-Kontrollen und Positiv-Kontrollen mit 

PMA/Ionomycin integraler Versuchsbestandteil. Mit Isotypen soll das Ausmaß der unspezifi-

schen Bindung eines gegen das intrazellulär zurückgehaltene Zytokin gerichteten Antikörpers 

bestimmt werden. Im vorangegangenen Projekt wurden die T-Zell-Frequenzen nach Stimulation 

mit IE-1- und pp65-„Gesamtmischungen“ in PBMC der ebenfalls in dieser Studie untersuchten 

Patienten unter Verwendung eines identischen Versuchsprotokolls über ein halbes Jahr nach 

Transplantation verfolgt. Im Rahmen dieser Versuche wurden insgesamt mehr als 1.000 Isotyp- 
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Abbildung 8 Der Zusatz exogener Kostimulation verstärkte CD4+ und CD8+ T-Zell-
Antworten auf Kurzzeitstimulation mit einzelnen IE-1- und pp65-Pentadecapeptiden nur wenig. 
PBMC herz- und lungentransplantierter Patienten wurden 6 h mit einzelnen zuvor als immunogen i-
dentifizierten Peptiden stimuliert. Als Negativ-Kontrollen dienten unstimulierte Proben. Einer stimu-
lierten Probe wie einer Negativ-Kontrolle wurden zusätzlich je 1 µg/ml anti-CD28 und anti-CD49d 
zugesetzt. Die Boxplots zeigen die resultierenden T-Zell-Reaktionen mit und ohne Zusatz kostimulato-
rischer Antikörper (CD4+ bzw. CD8+/IFN-γ+ T-Zellen in % der entsprechenden Subpopulation) für 
20 CD8+ (A) und 8 CD4+ (B) T-Zell-Antworten. Der Effekt der exogenen Kostimulation war insge-
samt nicht besonders ausgeprägt. 

 

Kontrollen für stimulierte wie unstimulierte Proben gemessen. In keinem Fall konnte eine Bin-

dung des murinen IgG2b Antikörpers beobachtet werden, die größer als der unspezifische 

„Background“ der Negativ-Kontrolle war (unstimulierte, mit anti-IFN-γ-FITC gefärbte Probe). 

Aus diesem Grund wurde auf die Durchführung von Isotyp-Kontrollen verzichtet, ebenso wie auf 

die Durchführung von Positiv-Kontrollen mit PMA/Ionomycin. Der Informationsgehalt dieser 

Proben wurde als zu gering erachtet, um Patientenmaterial dafür aufzuwenden. Da die Stimulati-

on mit immunogenen Pentadecapeptiden eine TCR-vermittelte Aktivierung von T-Zellen dar-

stellt, eignet sich PMA/Ionomycin als TCR-unabhängige Stimulation nicht als Positiv-Kontrolle 

für diese Versuchsanordnung. 

4.1.5. T-Zell-Epitop-Kartierung mit dreidimensionalem Peptidpool-Design 

Die neue Technik der T-Zell-Epitop-Kartierung erwies sich als ebenso zuverlässig wie das früher 

von unserer Arbeitsgruppe eingeführte Verfahren, bei dem die Pentadecapeptide in Pools ent-
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sprechend einer zweidimensionalen Matrix arrangiert waren [31, 32]. Die Anzahl der benötigten 

Proben für die vollständige Kartierung eines Proteins konnte dadurch für IE-1 von 24 auf 17 und 

für pp65 von 26 auf 18 reduziert werden (jeweils inkl. einer Negativ-Kontrolle und der entspre-

chenden „Gesamtmischung“). Zusätzlich wurde, wenn nötig, die Zellkonzentration auf bis zu 1.0 

x 106 pro Ansatz reduziert, um das vorhandene Patientenmaterial optimal zu nutzen. Diese Zell-

konzentration war in einem Grossteil der Fälle immer noch ausreichend, um die pro Ansatz an-

gestrebte Zahl von 250.000 Zellen messen zu können und damit eine sorgfältige Analyse auch 

sehr kleiner Reaktionen (< 0.05 %) zu gewährleisten. Da die Patienten zudem i.A. zu den Unter-

suchungszeitpunkten nicht mehr oder nur geringgradig lymphopenisch waren, konnte so in den 

meisten Fällen die vollständige Epitop-Kartierung eines Proteins aus den vom DHZB bei jedem 

Ambulanztermin eines Patienten zur Verfügung gestellten ca. 16 ml Vollblut durchgeführt wer-

den. Die Abbildungen 9 (S.46) und 10 (S.47) zeigen jeweils ein Beispiel für eine T-Zell-Epitop-

Kartierung von IE-1 bzw. pp65 mit dem neuen dreidimensionalen Peptidpool-Design. Die IE-1-

Epitop-Kartierung in Abbildung 9 erfolgte - inkl. der Nachtestung der beiden identifizierten Pep-

tide - aus ca. 16 ml Vollblut. Für das Beispiel in Abbildung 10 wurden zwei Termine benötigt. 

4.2. Ergebnisse von T-Zell-Epitop-Kartierung und Klonalitätsanalyse 

4.2.1. Übersicht über die Ergebnisse der T-Zell-Epitop-Kartierung 

In der untersuchten Patientengruppe hatten 15 Patienten (75 %) messbare T-Zell-Antworten ge-

gen IE-1 und 20 (100 %) gegen pp65. Diese T-Zell-Reaktionen waren, wie weiter oben schon 

erwähnt, für 6 Monate nach Transplantation nachverfolgt worden. Zunächst wurde das Protein, 

das die stärkere T-Zell-Antwort hervorrief, hinsichtlich der Einzelepitope analysiert. Vier Patien-

ten kamen während des Untersuchungszeitraums oft genug in die Transplantationsambulanz, um 

die T-Zell-Antworten gegen beide Proteine untersuchen zu können. Insgesamt wurden 24 T-Zell-

Epitop-Kartierungen durchgeführt, 8 von IE-1- und 16 von pp65-Reaktionen (Tab. 9, S.48). Nach 

der initialen Kartierung wurden alle in Frage kommenden Peptide einzeln nachgetestet. Peptide, 

die auf diese Weise als für die IFN-γ-Produktion verantwortlich identifiziert werden konnten, 

wurden einer „Restriktionsanalyse“ unterzogen. Dazu wurden zunächst die HLA-Typen  
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Abbildung 9 Die vollständige T-Zell-Epitop-Kartierung von IE-1 mit dem dreidimensionalen 
Peptidpool-Design erforderte nur noch ca. 16 ml Vollblut. PBMC dieser herztransplantierten Pati-
entin (Pt-11) wurden für 6 h mit den 15 IE-1-Peptid-Pools sowie mit einem Pool stimuliert, der alle 
Pentadecapeptide enthielt („IE-1“). Die Dot Plots zeigen jeweils 100.000 CD3+/CD8+ T-Zellen; die 
Frequenzen der CD3+/CD8+/IFN-γ+ T-Zellen sind in der oberen rechten Ecke der Dot Plots darge-
stellt. Die linke Spalte (A) zeigt die transversalen Peptid-Pools I-V, die ganz rechte Spalte (D) zeigt 
die Nummern der Peptide, die in diesen Pools enthalten waren inkl. der immunogenen Peptide (grau). 
Zwischen diesen beiden Spalten sind die sagittalen Pools VI-X (B) sowie die horizontalen Pools XI-
XV (C) dargestellt. Dies ist ein typisches Beispiel für eine T-Zell-Epitop-Kartierung von  IE-1: ein 
einzelnes CD8+ T-Zell-Epitop, das in zwei sich überlappendenden Peptiden enthalten war, wurde i-
dentifiziert (E). Dieses Epitop war das in der IE-1-Gruppe am häufigsten beobachtete. 
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Abbildung 10 T-Zell-Epitop-Kartierung von pp65 mit dem dreidimensionalen Peptid-Pool-
Design am Beispiel von Pt-9. PBMC dieses herztransplantierten Patienten wurden für 6 h mit den 16 
pp65-Peptid-Pools sowie mit einem Pool stimuliert, der alle Pentadecapeptide enthielt („pp65“). Die 
Dot Plots zeigen 100.000 T-Zellen; die Frequenzen CD3+/CD8+/IFN-γ+ T-Zellen (blau) sowie 
CD3+/CD8-/IFN-γ+ (rot) sind in der oberen bzw. unteren rechten Ecke dargestellt. Die linke Spalte 
(A) zeigt die transversalen Peptid-Pools I-V und XVI, die ganz rechte (D) zeigt die Nummern der Pep-
tide, die in diesen Pools enthalten waren. Die Peptide, die zu CD4+ und CD8+ T-Zell-Reaktionen 
führten, sind rot bzw. blau hervorgehoben. Zwischen beiden Spalten sind die sagittalen Pools VI-X (B) 
sowie die horizontalen Pools XI-XV (C) dargestellt. Pt-9 hatte eine komplexe T-Zell-Antwort, die sich 
gegen 2 CD4+ und 3 CD8+ T-Zell-Epitope richtete. Die Stimulation mit den Peptiden 123 und 124 
führte zudem zu Reaktionen in beiden Subpopulationen. Obwohl in 10 der 16 Pools T-Zell-Antworten 
auftraten, war die eindeutige Identifizierung der Peptide noch möglich. 
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Tabelle 8: T-Zell-Reaktionen auf IE-1 und pp65 in der Patientengruppe1 
Patient IE-1 [% d. CD4+  IE-1 [% d. CD8+ pp65 [% d. CD4+ pp65 [% d. CD8+  Kartierte(s) 

 T-Zellen] T-Zellen] T-Zellen] T-Zellen] Protein(e) 
Pt-2 0.00 0.43 0.14 0.07 IE-1 
Pt-7 0.00 9.02 0.00 4.28 IE-1 und pp65 
Pt-9 0.04 0.00 3.04 4.49 pp65 

Pt-10 0.23 7.80 10.77 0.69 IE-1 und pp65 
Pt-11 0.00 2.05 0.30 2.94 IE-1 und pp65 
Pt-15 0.00 0.02 0.25 4.68 pp65 
Pt-18 0.00 0.07 0.09 0.43 pp65 
Pt-19 0.00 0.03 0.78 6.50 pp65 
Pt-21 0.00 0.00 0.00 0.83 pp65 
Pt-24 0.00 0.00 0.00 0.41 pp65 
Pt-29 0.00 0.00 0.00 0.11 pp65 
Pt-30 0.00 16.08 0.24 2.86 IE-1 
Pt-31 0.00 0.94 0.00 4.34 IE-1 und pp65 
Pt-32 0.00 0.35 0.00 0.49 pp65 
Pt-34 0.00 10.78 0.08 0.16 IE-1 
Pt-35 0.00 0.11 0.88 0.44 pp65 
Pt-37 0.00 0.10 0.72 5.78 pp65 
Pt-39 0.00 7.31 0.03 0.00 IE-1 
Pt-40 0.00 0.68 0.99 0.39 pp65 
Pt-43 0.00 0.00 1.59 0.24 pp65 

1dargestellt sind die letzten vor Beginn der T-Zell-Epitopkartierung gemessenen T-Zell-Frequenzen auf die „Gesamtmischungen“ von IE-1 bzw. 
pp65; die jeweils dominierende Antwort ist fett gedruckt 

 

von Patienten und gesunden Probanden verglichen, die auf die gleichen Peptide reagierten. Zu-

sätzlich wurde für jedes Peptid eine Vorhersage der am wahrscheinlichsten präsentierenden 

HLA-Allele - im Falle von CD8-Reaktionen auch der wahrscheinlichsten immunogenen Nona-

mer-Sequenzen in diesen Peptiden - mittels der online-Datenbanken „SYFPEITHI“ und 

„BIMAS“ durchgeführt (vgl. Abschnitt 3.3.10, S. 34). Dieses Verfahren sei am Beispiel des ers-

ten in Tabelle 10 (S.50) aufgeführten Peptids erklärt: 

Das Peptid IE-1181-195 (Peptid 46, AANKLGGALQAKARA) führte bei Patient 34 (Pt-34) und bei 

drei gesunden Probanden zu einer CD8+ T-Zell-Reaktion. Alle Spender hatten das Allel HLA-

A3 gemein. Zusätzlich gaben beide Datenbanken HLA-A3 in Übereinstimmung als das wahr-

scheinlichste präsentierende HLA-Allel und KLGGALQAK als die wahrscheinlichste immunogene 

Nonamer-Sequenz an. Das war damit zu erklären, dass sich in Position 2 und 9 dieser Sequenz 

mit L bzw. K die idealen Bindungsanker für Allel HLA-A3 befanden [64]. Ausserdem wurde 

eine IFN-γ-Produktion bei der Epitop-Kartierung in nur genau drei Peptidpools festgestellt, was 

darauf hinwies, dass das Epitop in nur einem Pentadecapeptid enthalten war (ein Epitop, das in 

zwei Pentadecapeptiden enthalten war, erschien mindestens in vier Pools, vgl. Abb. 9, S.46). 
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Durch die Überlappung von 11 Aminosäuren zwischen aufeinanderfolgenden Pentadecapeptiden 

war nur jeweils eine einzige Nonamer-Sequenz ausschliesslich in einem Pentadecapeptid enthal-

ten. Dabei handelte es sich um die Aminosäure-Sequenz, die sich genau in der Mitte des Penta-

decapeptids befand und auf beiden Seiten von je drei Aminosäuren flankiert war. In IE-1181-195 

(Peptid 46) lautete diese Sequenz AANKLGGALQAKARA. Die Summe dieser Beobachtungen 

machte es damit sehr wahrscheinlich, dass dieses Peptid ein HLA-A3-restringiertes Nonamer-

Epitop enthielt, dessen Aminosäure-Sequenz KLGGALQAK lautete. Als „beweisend“ können die-

se Resultate jedoch nicht angesehen werden. 

Die Ergebnisse aller Peptid-Nachtestungen und der „Restriktionsanalyse“ sind in den Tabellen 10 

und 11 (S.50-52) zusammengefasst. Alle bei Patienten und/oder gesunden Probanden als immu-

nogen identifizierten IE-1- und pp65-Peptide sind zusätzlich in den Abbildungen 11 und 12 

(S.53-54) dargestellt. Um diese „Epitop-Karten“ möglichst vollständig zu machen und dadurch 

einen Überblick über die bisher identifizierten Epitope in beiden Proteinen zu geben, sind alle 

weiteren bisher in der Literatur beschriebenen immunogenen Peptide ebenfalls eingezeichnet.1 

4.2.2. T-Zell-Epitopkartierungen und Restriktionsanalyse von IE-1 

T-Zell-Epitop-Kartierungen von IE-1 wurden bei 7 herz- und 1 lungentransplantierten Patienten 

durchgeführt. Bei 7 Patienten wurde jeweils 1 Epitop identifiziert, bei einem Patienten 2 Epitope 

(Median: 1). Die Frequenzen Peptid-spezifischer T-Zellen lagen zwischen 1.07 % und 14.42 % 

der CD8+ T-Zellen (T-Zell-Frequenzen bei der Einzelpeptid-Nachtestung; Median: 1.49 %). Ins-

gesamt wurden sechs verschiedene CD8+ T-Zell-Epitope in IE-1 identifiziert. CD4+ T-Zell-

Antworten wurden nicht beobachtet. In IE-1245-259 (Peptid 62, EIMAYAQKIFKILDE) war ein 

CD8+ T-Zell-Epitop enthalten, das zuvor noch nicht beschrieben wurde (Tab. 13, S.56). Zwei 

Patienten (Pt-30 und Pt-39) zeigten T-Zell-Reaktionen auf dieses einzelne Peptid, nicht aber auf 

die angrenzenden Peptide 61 oder 63. Diese Patienten hatten zwei HLA-Allele gemein, HLA-

A24(9) und HLA-B15. Die Vorhersage ergab für HLA-A24(9) eine höhere Wahrscheinlichkeit, 

das präsentierende Allel zu sein. Das entsprechende Nonamer hatte zudem die Sequenz 

AYAQKIFKI, die Nonamer-Sequenz, die ausschliesslich in Peptid 62 enthalten war. 

Für eine Reihe von IE-1-Peptiden wurde deutlich, dass sie von mehr als einem HLA-Allel prä-

sentiert sein mussten (Tabelle 14, S.58). Der Abschnitt IE-1193-211 (Peptide 49 und 50, 

ARAKKDELRRKMMYM und KDELRRKMMYMCYRN) enthielt beispielsweise das bereits als HLA- 

                                                 
1 Auch nach ausgiebiger Literaturrecherche kann dabei aber nicht ausgeschlossen werden, dass Arbeiten übersehen 
wurden. 
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Tabelle 9: Wahrscheinlich präsentierende HLA-Klasse-I-Allele und immunogene Nona-
mere von IE-1-Peptiden, die CD8+ T-Zell-Antworten induzierten 

 Amino- Amino-Säure-Sequenz Präsentierendes   % der 
Peptid säure Überlappendes 11-mer HLA-Allel Patient HLA-Typ CD8+ 

 Position Immunogenes 9-mer    T-Zellen 
46 IE-1181-195 AANKLGGALQAKARA1* HLA-A3 Pt-34 A1 A3 B51(5) B58(17) 6.70 

      
49 IE-1193-207 ARAKKDELRRKMMYM HLA-B182 Pt-2 A25(10) A31(19) B18 B51(5) 1.49 

      
50 IE-1197-211 KDELRRKMMYMCYRN HLA-B182 Pt-2 A25(10) A31(19) B18 B51(5) 1.20 

      
62 IE-1245-259 EIMAYAQKIFKILDE1,3 HLA-A24(9) Pt-30 A2 A24(9) B15 B51(5) Bw4 Bw6 10.02 

   Pt-39 A24(9) A32(19) B15 B44(12) Bw4 Bw6 8.57 
      

72 IE-1285-299 NEYKVTSDACMMTMY HLA-A1 Pt-10 A1 B8 B63(B15) Bw4 Bw6 11.78 
      

73 IE-1289-311 VTSDACMMTMYGGIS HLA-A1 Pt-10 A1 B8 B63(B15) Bw4 Bw6 4.69 
      

77 IE-1305-319 LSEFCRVLCCYVLEE* HLA-B72 Pt-7 A2 A3 B7 B15 Bw6  14.42 
   Pt-11 A2 A3 B7 B37 Cw6 Cw7 3.40 
   Pt-31 A2 B7 B15 Bw4 Bw6 1.58 
      

78 IE-1309-323 CRVLCCYVLEETSVM* HLA-B72 Pt-7 A2 A3 B7 B15 Bw6  13.11 
   Pt-11 A2 A3 B7 B37 Cw6 Cw7 3.40 
   Pt-31 A2 B7 B15 Bw4 Bw6 1.08 
      

78 IE-1309-323 CRVLCCYVLEETSVM HLA-A32 Pt-34 A1 A3 B51(5) B58(17) Bw4 2.10 
      

79 IE-1313-327 CCYVLEETSVMLAKR HLA-A32 Pt-34 A1 A3 B51(5) B58(17) Bw4 1.07 

 

Tabelle 10: Wahrscheinlich präsentierende HLA-Klasse-I-Allele und immunogene Nona-
mere von pp65-Peptiden, die CD8+ T-Zell-Antworten induzierten  

 Amino- Amino-Säure-Sequenz Präsentierendes   % der 
Peptid säure Überlappendes 11-mer HLA-Allel Patient HLA-Typ CD8+ 

 Position Immunogenes 9-mer    T-Zellen 
28 pp65109-123 MSIYVYALPLKMLNI* HLA-A22 Pt-9 A2 A26(10) B27 B51(5) Bw4 0.17 

      
29 pp65113-127 VYALPLKMLNIPSIN HLA-A22 Pt-9 A2 A26(10) B27 B51(5) Bw4 0.17 

   Pt-18 A2 A3 B18 B56(22) Bw6 Cw1 Cw5 0.02 
      

30 pp65117-131 PLKMLNIPSINVHHY HLA-B352 Pt-32 A2 A3 B18 B35 Bw6 0.13 
   Pt-37 A11 A25(10) B8 B35 Bw6 0.69 
      

31 pp65121-135 LNIPSINVHHYPSAA HLA-B35 Pt-32 A2 A3 B18 B35 Bw6 0.20 
   Pt-37 A11 A25(10) B8 B35 Bw6 0.83 
      

40 pp65157-171 WQARLTVSGLAWTRQ3 HLA-A68(28) Pt-35 A30(19) A68(28) B13 B60(40) Bw4 Bw6 0.10 
      

41 pp65161-175 LTVSGLAWTRQQNQW3 HLA-A68(28) Pt-35 A30(19) A68(28) B13 B60(40) Bw4 Bw6 ND 
      

47 pp65185-199 AFVFPTKDVALRHVV2* HLA-A68(28) Pt-24 A24(9) A68(28) B15 B51(5) Bw4 Bw6 0.59 
   Pt-35 A30(19) A68(28) B13 B60(40) Bw4 Bw6 1.50 
      

52 pp65205-219 VCSMENTRATKMQVI2 HLA-A1 Pt-19 A1 A69(28) B53 B57(17) Bw4 Cw4 Cw6 3.85 
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 Amino-  Amino-Säure-Sequenz  Präsentierendes   % der  
Peptid säure Überlappendes 11-mer HLA-Allel Patient HLA-Typ CD8+ 

 Position Immunogenes 9-mer    T-Zellen 
66 pp65261-275 QPFMRPHERNGFTVL* HLA-B7 Pt-7 A2 A3 B7 B15 Bw6 0.08 

   Pt-11 A2 A3 B7 B37 Cw6 Cw7 0.87 
   Pt-15 A1 A2 B7 B8 Bw6 1.14 
      

67 pp65265-279 RPHERNGFTVLCPKN* HLA-B7 Pt-7 A2 A3 B7 B15 Bw6 0.17 
   Pt-11 A2 A3 B7 B37 Cw6 Cw7 0.98 
   Pt-15 A1 A2 B7 B8 Bw6 1.13 
      

82 pp65325-339 QIFLEVQAIRETVEL HLA-B35 Pt-21 A3 B35 B49(21) Bw4 Bw6 0.21 
      

83 pp65329-343 EVQAIRETVELRQYD HLA-B35 Pt-21 A3 B35 B49(21) Bw4 Bw6 1.46 
      

91 pp65361-375 PQYSEHPTFTSQYRI HLA-A12 Pt-19 A1 A69(28) B53 B57(17) Bw4 Cw4 Cw6  0.26 
   Pt-40 A1 B8 B57(17) Bw4 Bw6 1.18 
      

91 pp65361-375 PQYSEHPTFTSQYRI* HLA-B352 Pt-29 A2 A26(10) B35 B44(12) Bw4 Bw6 Cw4 Cw5 0.18 
   Pt-32 A2 A3 B18 B35 Bw6 0.92 
   Pt-37 A11 A25(10) B8 B35 Bw6 0.22 
      

92 pp65365-379 EHPTFTSQYRIQGKL* HLA-B35 Pt-29 A2 A26(10) B35 B44(12) Bw4 Bw6 Cw4 Cw5 0.15 
   Pt-32 A2 A3 B18 B35 Bw6 ND 
   Pt-37 A11 A25(10) B8 B35 Bw6 0.19 
      

104 pp65413-427 TERKTPRVTGGGAMA* HLA-B7 Pt-7 A2 A3 B7 B15 Bw6 0.78 
   Pt-11 A2 A3 B7 B37 Cw6 Cw7 0.78 
   Pt-15 A1 A2 B7 B8 Bw6 2.86 
      

105 pp65417-431 TPRVTGGGAMAGAST* HLA-B7 Pt-7 A2 A3 B7 B15 Bw6 1.04 
   Pt-11 A2 A3 B7 B37 Cw6 Cw7 0.67 
   Pt-15 A1 A2 B7 B8 Bw6 2.93 
      

122 pp65485-499 PPWQAGILARNLVPM HLA-A1 Pt-19 A1 A69(28) B53 B57(17) Bw4 Cw4 Cw6 0.92 
      

123 pp65489-503 AGILARNLVPMVATV HLA-A12 Pt-19 A1 A69(28) B53 B57(17) Bw4 Cw4 Cw6 1.63 
      

123 pp65489-503 AGILARNLVPMVATV* HLA-A22 Pt-7 A2 A3 B7 B15 Bw6 0.03 
   Pt-9 A2 A26(10) B27 B51(5) Bw4 9.94 
   Pt-11 A2 A3 B7 B37 Cw6 Cw7 0.28 
   Pt-18 A2 A3 B18 B56(22) Bw6 Cw1 Cw5 1.63 
   Pt-29 A2 A26(10) B35 B44(12) Bw4 Bw6 Cw4 Cw5 0.14 
   Pt-31 A2 B7 B15 Bw4 Bw6 6.43 
   Pt-43 A2 A23(9) B18 B49(21) Bw4 Bw6 0.45 
      

124 pp65493-507 ARNLVPMVATVQGQN* HLA-A2 Pt-7 A2 A3 B7 B15 Bw6 8.32 
   Pt-9 A2 A26(10) B27 B51(5) Bw4 7.96 
   Pt-11 A2 A3 B7 B37 Cw6 Cw7 1.94 
   Pt-15 A1 A2 B7 B8 Bw6 1.08 
   Pt-18 A2 A3 B18 B56(22) Bw6 Cw1 Cw5 0.99 
   Pt-29 A2 A26(10) B35 B44(12) Bw4 Bw6 Cw4 Cw5 0.04 
   Pt-31 A2 B7 B15 Bw4 Bw6 7.52 
   Pt-43 A2 A23(9) B18 B49(21) Bw4 Bw6 0.33 
      

131 pp65521-535 YRIFAELEGVWQPAA HLA-B51(5) Pt-9 A2 A26(10) B27 B51(5) Bw4 1.75 
1 Nonamer-Sequenz, die ausschließlich in diesem Pentadecapeptid enthalten war  

2 Peptid wurde von mehreren HLA-Allelen präsentiert (vgl.Tab. 14, S. 58) 
3 Neu identifiziertes Epitop 
*Experimentell gesicherte immunogene Sequenz 
  ND: nicht durchgeführt 
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Tabelle 11: Wahrscheinlich präsentierende HLA-Klasse-II-Allele von pp65-Peptiden, die 
CD4+ T-Zell-Antworten induzierten 

 Amino-  Amino-Säure-Sequenz  Präsentierendes   % der 
Peptid Säure (=immunogenes 15-mer) HLA-Allel Patient HLA-Typ CD4+ 

 Position     T-Zellen 
10 pp6537-51 HETRLLQTGIHVRVS HLA-DR15(2; 51) Pt-40 DR3(52) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) 2.41 
      

11 pp6541-55 LLQTGIHVRVSQPSL HLA-DR15(2; 51) Pt-40 DR3(52) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) 2.78 
      

56 pp65221-235 DQYVKVYLESFCEDV3 unbekannt Pt-35 DR4(53) DR7(53) DQ2 DQ7(3) 0.25 
      

57 pp65225-239 KVYLESFCEDVPSGK3,4 unbekannt Pt-35 DR4(53) DR7(53) DQ2 DQ7(3) 0.21 
      

63 pp65249-263 DVEEDLTMTRNPQPF3,4 unbekannt Pt-40 DR3(52) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) 0.17 
      

66 pp65261-275 QPFMRPHERNGFTVL3 HLA-DR13(6; 52) Pt-37 DR7(53) DR13(6; 52) DQ3 DQ6(1) 0.21 
      

71 pp65281-295 IIKPGKISHIMLDVA HLA-DR4(53) Pt-7 DR4(53) DR13(6; 52) DQ3 DQ6(1) 0.02 
   Pt-35 DR4(53) DR7(53) DQ2 DQ7(3) 1.02 
      

72 pp65285-299 GKISHIMLDVAFTSH HLA-DR4(53) Pt-7 DR4(53) DR13(6; 52) DQ3 DQ6(1) 0.05 
   Pt-35 DR4(53) DR7(53) DQ2 DQ7(3) 0.10 
      

73 pp65289-303 HIMLDVAFTSHEHFG HLA-DR4(53) Pt-35 DR4(53) DR7(53) DQ2 DQ7(3) 0.52 
      

91 pp65361-375 PQYSEHPTFTSQYRI HLA-DR11(5; 52) Pt-9 DR8(51) DR11(5; 52) DQ3 DQ4 2.02 
   Pt-43 DR11(5; 52) DQ3 1.99 
      

92 pp65365-379 EHPTFTSQYRIQGKL HLA-DR11(5; 52) Pt-9 DR8(51) DR11(5; 52) DQ3 DQ4 4.95 
   Pt-10 DR7(53) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 5.83 
   Pt-43 DR11(5; 52) DQ3 2.09 
      

93 pp65369-383 FTSQYRIQGKLEYRH HLA-DR11(5; 52) Pt-9 DR8(51) DR11(5; 52) DQ3 DQ4 3.79 
   Pt-10 DR7(53) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 ND 
   Pt-43 DR11(5; 52) DQ3 1.98 
      

122 pp65485-499 PPWQAGILARNLVPM HLA-DR11(5; 52) Pt-10 DR7(53) DR8(52) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 ND 
   Pt-11 DR11(5; 52) DR14(6; 52) DQ5(1) DQ7(3) 1.11 
   Pt-19 DR11(5; 52) DR13(6; 52) DR16(2; 51) 0.24 
      

123 pp65489-503 AGILARNLVPMVATV HLA-DR11(5; 52) Pt-9 DR8(51) DR11(5; 52) DQ3 DQ4  0.29 

   Pt-10 DR7(53) DR8(52) DR11(5; 52) DQ2 DQ3 0.83 
   Pt-11 DR11(5; 52) DR14(6; 52) DQ5(1) DQ7(3) 1.00 
   Pt-19 DR11(5; 52) DR13(6; 52) DQ1 DQ7(3) 0.19 
   Pt-32 DR11(5; 52) DR15(2; 51) DQ3 DQ6(1) 0.03 
   Pt-43 DR11(5; 52) DQ3 0.11 
      

124 pp65493-507 ARNLVPMVATVQGQN HLA-DR11(5; 52) Pt-9 DR8(51)  DR11(5; 52) DQ3 DQ4  0.29 
   Pt-11 DR11(5; 52) DR14(6; 52) DQ5(1) DQ7(3) 0.52 
   Pt-32 DR11(5; 52) DR15(2; 51) DQ3 DQ6(1) ND 
   Pt-43 DR11(5; 52) DQ3 0.02 
      

127 pp65505-519 GQNLKYQEFFWDAND unbekannt Pt-15 DR3(52) DR7(53) DQ2 DQ3 0.07 
      

128 pp65509-523 KYQEFFWDANDIYRI unbekannt Pt-15 DR3(52) DR7(53) DQ2 DQ3 0.16 
   Pt-18 DR1(51) DR17(3; 52) DQ2 DQ5(1) 0.07 
   Pt-40 DR3(52) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) 0.31 
      

129 pp65513-527 FFWDANDIYRIFAEL unbekannt Pt-18 DR1(51) DR17(3; 52) DQ2 DQ5(1) 0.03 
   Pt-40 DR3(52) DR15(2; 51) DQ2 DQ6(1) 0.31 

2 Peptid wurde von mehreren HLA-Allelen präsentiert (vgl.Tab. 14, S. 58) 
3 Neu identifiziertes Epitop 
4 Kein anderer Patient oder gesunder Proband hat auf dieses Peptid reagiert. Eine Vorhersage des präsentierenden HLA- Allels war deshalb nicht 
  mit ausreichender Sicherheit zu treffen. 
  ND: nicht durchgeführt 



Abbildung 11 Synopse der bisher in IE-1 identifizierten CD4+ und CD8+ T-Zell-Epitope. Die gesamte 491 Aminosäuren lange 
Primärstruktur von IE-1 ist dargestellt. CD4+ Epitope sind über, CD8+ Epitope unterhalb der Aminosäure-Sequenz eingezeichnet. Die 
immunogenen Sequenzen sind fett dargestellt und zusätzlich durch eckige Klammern markiert. Die (wahrscheinlichen) präsentierenden 
HLA-Allele und immunogenen Nonamer-Sequenzen sind angegeben, wo bekannt. Die Peptide, die in unserem Institut bei Patienten (   ) 
oder gesunden Probanden (   ) identifiziert wurden, sind schwarz gezeichnet. Epitope, die von anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurden, 
sind grau dargestellt. Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen dabei auf die jeweilige Literaturangabe. Man beachte die Gebiete
auffälliger „Epitop-Häufung“, wie z.B. die Region IE-1305-327.
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Abbildung 12 Synopse der bisher in pp65 identifizierten CD4+ und CD8+ T-Zell-Epitope. Die gesamte 561 Aminosäuren lange Primärstruktur 
von pp65 ist dargestellt. CD4+ Epitope sind über, CD8+ Epitope unterhalb der Sequenz eingezeichnet. Die immunogenen Sequenzen sind fett 
dargestellt und zusätzlich durch eckige Klammern markiert. Die wahrscheinlichen präsentierenden HLA-Allele und immunogenen Nonamer-Sequenzen 
sind angegeben, wo bekannt. Manche Peptide, wie z.B. pp65489-503 (Peptid 123), führen zu CD4+ und CD8+ T-Zell-Reaktionen. Die Peptide, die in 
unserem Institut bei Patienten (   ) oder Probanden (   ) identifiziert wurden, sind schwarz gezeichnet. Epitope, die von anderen Arbeitsgruppen 
beschrieben wurden, sind grau dargestellt. Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen dabei auf die jeweilige Literaturangabe. Man beachte die 
Gebiete auffälliger „Epitop-Häufung“, wie z.B. die Region pp65485-535 .
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B18-restringiert beschriebene Epitop ELRRKMMYM [38]. Diese Peptide führten auch bei einem 

HLA-B18-positiven Patienten (Pt-2) zu T-Zell-Reaktionen. Vier HLA-B18-negative gesunde 

Probanden hatten allerdings ebenfalls T-Zell-Antworten gegen beide Peptide. Diesen Probanden 

war das Allel HLA-B8 gemein. HLA-B8 wurde auch von beiden Datenbanken mit hoher Wahr-

scheinlichkeit als präsentierendes Allel und ELRRKMMYM als immunogenes Nonamer vorherge-

sagt. Zudem war ein von unserer Arbeitsgruppe generiertes, mit dem Peptid ELRRKMMYM bela-

denes HLA-B8-Tetramer in der Lage, T-Zellen gesunder Probanden zu färben (F. Kern, unpubli-

zierte Daten). Das IE-1-Epitop, das in den Peptiden 49 und 50 enthalten war, wurde also von 

verschiedenen Allelen, von HLA-B8 und HLA-B18, präsentiert. 

Schliesslich zeichneten sich Gebiete starker „Epitop-Häufung“ innerhalb der Primärstruktur von 

IE-1 ab. IE-1305-319 (Peptid 77, LSEFCRVLCCYVLEE) enthielt beispielsweise das bekannte HLA-

B7-restringiertes Epitop CRVLCCYVL [22, 30]. Dieses Epitop war auch in dem angrenzenden 

Peptid IE-1309-323 (Peptid 78, CRVLCCYVLEETSVM) enthalten. Eine Reihe von Patienten und 

Probanden reagierte auf diese beiden Peptide, alle hatten das Allel HLA-B7 gemein. Bei zwei 

gesunden Spendern führten die Peptide 78 und IE-1313-327 (Peptid 79, CCYVLEETSVMLAKR) zu 

T-Zell-Antworten, nicht aber Peptid 77. Diese Probanden waren HLA-B7-negativ, hatten aber 

beide das Allel HLA-A2. Die Vorhersage ergab die Sequenz VLCCYVLEE als von HLA-A2 prä-

sentiertes Nonamer. Ebenso führten bei Patient 34 (Pt-34) IE-1309-323 und IE-1313-327 (Peptide 78 

und 79) zu einer T-Zell-Antwort. Dieser Patient hatte jedoch keines von beiden Allelen, weder 

HLA-A2 noch HLA-B7; die Vorhersage ergab hier HLA-A3 als wahrscheinlich präsentierendes 

Allel und YVLEETSVM als zugehörige immunogene Nonamer-Sequenz. Das bedeutete, dass in 

dem Pentadecapeptid IE-1309-323 (Peptid 78) drei verschiedene immunogene Nonamer-Sequenzen 

enthalten waren, die von mindestens drei verschiedenen HLA-Allelen präsentiert wurden (HLA-

A2, -B7, und -A3). Schliesslich führte bei zwei weiteren gesunden Probanden nur IE-1313-327 

(Peptid 79) zur IFN-γ-Produktion. Für diese Probanden ergab die Vorhersage IE-1315-323 

(VLEETSVML) als immunogenes Nonamer, präsentiert von HLA-A2. Diese Sequenz war wie-

derum die ausschliesslich in Peptid 79 enthaltene, was gut mit der Tatsache übereinstimmte, dass 

beide Probanden ausschliesslich auf dieses eine Peptid Reaktionen zeigten. Ausserdem war diese 

Sequenz bereits als HLA-A2-restringiertes Epitop beschrieben worden [41]. Alles in allem zeigte 

sich damit, dass in der kurzen Sequenz IE-1305-327 (23 Aminosäuren) nicht weniger als vier ver-

schiedene CD8+ T-Zell-Epitope enthalten waren (vgl. Abbildung 11, S.53). Bei einem gesunden 

Probanden führte IE-1305-319 (Peptid 77) ausserdem noch zu einer CD4+ T-Zell-Antwort. 
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Tabelle 12: Neu identifizierte IE-1- und pp65-Epitope 
Nr. Peptid AS-Position Aminosäure-Sequenz  CD4+ oder Präsentierendes 

   Immunogenes Nonamer CD8+ Reaktion HLA-Allel 
1. 62 IE-1249-263 EIMAYAQKIFKILDE CD8+ HLA-A24(9) 
2. 28 pp65109-123 MSIYVYALPLKMLNI CD8+ HLA-A2 
 29 pp65113-127 VYALPLKMLNIPSIN CD8+ HLA-A2 

3. 40 pp65157-171 WQARLTVSGLAWTRQ CD8+ HLA-A68(28) 
 41 pp65161-175 LTVSGLAWTRQQNQW CD8+ HLA-A68(28) 

4. 56 pp65221-235 DQYVKVYLESFCEDV CD4+ unbekannt 
 57 pp65225-239 KVYLESFCEDVPSGK CD4+ unbekannt 

5. 63 pp65249-263 DVEEDLTMTRNPQPF CD4+ unbekannt 
6. 66 pp65261-275 QPFMRPHERNGFTVL CD4+ HLA-DR13(6; 52) 
7. 82 pp65325-339 QIFLEVQAIRETVEL CD8+ HLA-B35 
 83 pp65329-343 EVQAIRETVELRQYD CD8+ HLA-B35 

8. 91 pp65361-375 PQYSEHPTFTSQYRI CD8+ HLA-B35 
 92 pp65365-379 EHPTFTSQYRIQGKL CD8+ HLA-B35 

9. 122 pp65485-499 PPWQAGILARNLVPM CD8+ HLA-A1 
 123 pp65489-503 AGILARNLVPMVATV CD8+ HLA-A1 

10. 131 pp65521-535 YRIFAELEGVWQPAA CD8+ HLA-B51(5) 
 

4.2.3. T-Zell-Epitopkartierungen und Restriktionsanalyse von pp65 

T-Zell-Epitop-Kartierungen von pp65 wurden bei 13 herz- und 3 lungentransplantierten Patien-

ten durchgeführt. Dabei wurden 9 verschiedene CD4+ Epitope und 13 verschiedene CD8+ Epi-

tope identifiziert. Darunter waren insgesamt 9 Epitope, die zuvor noch nicht beschrieben worden 

waren (Tabelle 13, S.56). Die Gesamtanzahl von pp65-Epitopen reichte bei den Patienten von 1 

bis 5 (Median: 3), die Anzahl der CD4+ Epitope von 0 bis 3 (Median: 1), ebenso wie die Zahl 

der CD8+ Epitope (Median: 2). Die Peptid-spezifischen T-Zell-Frequenzen betrugen 0.02 % bis 

5.83 % der CD4+ T-Zellen (Median: 0.25 %) bzw. 0.02 % bis 10.01 % der CD8+ T-Zellen (Me-

dian: 0.80 %). Die dominierende T-Zell-Subpopulation war bei 5 Patienten (31 %) CD4+, bei 11 

Patienten (69 %) CD8+. Die Anzahl der CD4+ und CD8+ T-Zell-Epitope sowie die Peptid-

spezifischen T-Zell-Frequenzen wiesen grosse Unterschiede zwischen den Patienten auf. Tat-

sächlich hatte jeder der untersuchten Patienten eine individuelle T-Zell-Antwort gegen pp65. Die 

präsentierenden HLA-Allele und wahrscheinlichen immunogenen Nonamere konnten für die 

meisten Peptide bestimmt werden. Sie sind den Tabellen 11 und 12 (S.50-52) zu entnehmen. 

Wie für IE-1 zeigte sich auch für eine Reihe von pp65-Peptiden, dass sie von mehr als einem 

HLA-Allel präsentiert sein mussten. pp65361-375 (Peptid 91, PQYSEHPTFSQYRI) beispielsweise 

führte bei fünf Patienten zu IFN-γ-Produktion. Dieses Peptid enthielt nach [38] ein von HLA-A1 

präsentiertes Epitop. In der Patientengruppe, für die pp65-Epitop-Kartierungen durchgeführt 
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wurden, war HLA-A1 jedoch nur insgesamt vier mal vertreten. Folglich musste dieses Peptid 

ebenfalls von mehreren HLA-Allelen präsentiert worden sein. Bei zwei HLA-A1-positiven Pati-

enten führte nur pp65361-375 (Peptid 91) zu IFN-γ-Produktion. Bei drei weiteren Patienten indu-

zierte Peptid 91 dagegen zusammen mit pp65365-379 (Peptid 92, EHPTFSQYRIQGKL) T-Zell-

Antworten. Diese drei Patienten waren alle HLA-A1-negativ, hatten dafür aber HLA-B35 ge-

mein. Dies legte den Schluss nahe, dass pp65361-375 (Peptid 91) ein HLA-A1-restringiertes im-

munogenes Nonamer (SEHPTFSQY), vielleicht auch ein Decamer, enthielt, eine Sequenz jeden-

falls, die ausschliesslich in diesem Peptid vorkam, während bei den übrigen Patienten ein HLA-

B35-restringiertes Nonamer zu T-Zell-Antworten führte, das in beiden Peptiden, 91 und 92, ent-

halten war (EHPTFSQYR). Ausserdem ist in der Literatur ein von HLA*B3801 präsentiertes 

immunogenes Peptid mit der Sequenz PTFTSQYRIQGKL beschrieben [35]. Die wahrscheinliche 

Präsentation mehrerer in einem Pentadecapeptid enthaltener Epitope durch verschiedene HLA-

Allele war kein Ausnahmefall; sie wurde für insgesamt 17 Peptide beobachtet (Tabelle 14, S.58). 

Ähnlich wie für IE-1 zeichneten sich auch in der Primärstruktur von pp65 Gebiete mit auffallen-

der „Epitop-Häufung“ ab. Dies traf besonders für die Aminosäure-Sequenz 485-535 zu (vgl. 

Abb. 12, S.54). Sechs pp65-Peptide waren ausserdem in der Lage, sowohl CD4+ als auch CD8+ 

T-Zell-Antworten zu induzieren. Bei drei HLA-A2- und HLA-DR11(5;52)-positiven Patienten 

(Pt-9, Pt-11, und Pt-43) führte pp65489-503 (Peptid 123, AGILRNLVPMVATV) z.B. bei CD4+ und 

CD8+ T-Zellen zu Reaktionen (ein Beispiel dafür ist in Abbildung 10, S.47 wiedergegeben). 

Neben der grossen Heterogenität zwischen den Patienten fielen jedoch auch bestimmte konser-

vierte Muster ins Auge. In einer Gruppe von drei Patienten und zwei gesunden Probanden wur-

den jeweils gemeinsam die drei CD8+ Epitope pp65261-279 (Peptide 66/67), pp65413-431 (Peptide 

104/105) und pp65489-507 (Peptid 124, z.T. mit Peptid 123) identifiziert. Diese Patienten bzw. 

gesunden Probanden hatten alle die Allele HLA-A2 und HLA-B7 gemein. Ein zweites Beispiel 

sind die Peptide pp65117-135 (Peptide 30/31) und pp65361-379 (Peptide 91/92), die bei zwei Patien-

ten CD8+ T-Zell-Antworten auslösten. Für diese Peptide war jeweils HLA-B35 als präsentieren-

des Allel bestimmt worden. Es war dennoch keineswegs möglich, das Reaktionsmuster auf der 

Basis des (serologisch bestimmten) HLA-Typs vorherzusagen. So hatten von neun untersuchten 

HLA-A2-positiven Patienten nur acht T-Zell-Antworten gegen pp65489-507, und sogar nur drei der 

sieben untersuchten HLA-DR11(5;52)-positiven Patienten reagierten auf pp65361-383. 
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Tabelle 13: Peptide, die von mehr als einem HLA-Allel präsentiert wurden. 
Peptid Aminosäure- Aminosäure-Sequenz Präsentierende Literatur- 

 Position Immunogene 9-mere HLA-Allele Angabe 
49 IE-1193-207 ARAKKDELRRKMMYM HLA-B8  

  ARAKKDELRRKMMYM HLA-B18 [38] 
50 IE-1197-211 KDELRRKMMYMCYRN HLA-B8  

  KDELRRKMMYMCYRN HLA-B18 [38] 
62 IE-1249-263 EIMAYAQKIFKILDE HLA-A24(9)  

  EIMAYAQKIFKILDE HLA-A2  
77 IE-1305-319 LSEFCRVLCCYVLEE HLA-B7  

  LSEFCRVLCCYVLEE HLA-A2  
78 IE-1309-323 CRVLCCYVLEETSVM HLA-B7  

  CRVLCCYVLEETSVM HLA-A2  
  CRVLCCYVLEETSVM HLA-A2, HLA-A3 [38] 

79 IE-1313-327 CCYVLEETSVMLAKR HLA-A2; HLA-A3 [38] 
  CCYVLEETSVMLAKR HLA-A2 [41] 

28 pp65109-123 MSIYVYALPLKMLNI HLA-A*2402 [36] 
  MSIYVYALPLKMLNI HLA-A2  

30 pp65117-131 PLKMLNIPSINVHHY HLA-A*0201 [40] 
  PLKMLNIPSINVHHY HLA-B35  

47 pp65185-199 AFVFPTKDVALRHVV HLA-B35 [22] 
  AFVFPTKDVALRHVV HLA-A68(28)  

52 pp65205-219 VCSMENTRATKMQVI HLA-A1  
  VCSMENTRATKMQVI HLA-B27 [31] 

91 pp65361-375 PQYSEHPTFTSQYRI HLA-A1 [35] 
  PQYSEHPTFTSQYRI HLA-B35  

123 pp65489-503 AGILARNLVPMVATV HLA-A1  
  AGILARNLVPMVATV HLA-A2 [22] 

56 pp65221-235 DQYVKVYLESFCEDV unbekannt  
  DQYVKVYLESFCEDV unbekannt  

71 pp65281-295 IIKPGKISHIMLDVA HLA-DR4(53) [32] 
  IIKPGKISHIMLDVA unbekannt  

72 pp65285-299 GKISHIMLDVAFTSH HLA-DR4(53) [32] 
  GKISHIMLDVAFTSH unbekannt  

128 pp65509-523 KYQEFFWDANDIYRI HLA-DR3(52) [32] 
  KYQEFFWDANDIYRI unbekannt  

129 pp65513-527 FFWDANDIYRIFAEL HLA-DR3(52) [32] 
  FFWDANDIYRIFAEL unbekannt  

4.2.4. Untersuchung der Klonalität Peptid-spezifischer CD8+ T-Zell-Reaktionen 

Einzelne Peptide führten zur Stimulation von bis zu 10 % der CD8+ T-Zellen und mehr. Die 

Klonalität solch starker CD8+ T-Zell-Reaktionen auf einzelne IE-1 und pp65-Peptide wurde auf 

zwei unterschiedlichen Wegen untersucht: zum einen wurden die Vβ-Familie(n) der reagieren-

den T-Zell-Population identifiziert (Vβ-Typisierung). Zusätzlich wurde die T-Zell-Rezeptor- 

Klonalität von hoch gereinigten, Peptid-spezifischen T-Zell-Populationen mit Hilfe einer TCR-

γ1/2-PCR analysiert. Das Repertoire verfügbarer anti-Vβ-mAk umfasst derzeit 24 Vβ-Familien 
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und Subfamilien. Um die Anzahl der für die Vβ-Typisierung benötigten Proben zu reduzieren, 

wurden jeweils ein FITC-konjugierter und ein PE-konjugierter anti-Vβ-mAk in einem Ansatz 

kombiniert (z.B. anti-Vβ1-PE und anti-Vβ2-FITC). Zusammen mit einer unstimulierten und ei-

ner stimulierten, mit anti-Panα/β-mAk gefärbten, Probe konnte die Anzahl benötigter Tests von 

26 auf 14 gesenkt werden. Dies entsprach ca. 14 x 106 Zellen, die für diesen Versuch benötigt 

wurden. Da die T-Zell-Aktivierung häufig eine deutliche Herabregulierung des CD3/TCR-

Komplexes zur Folge hat (vgl. Abb. 4, S.30), wurden die Vβ-Ketten zeitgleich mit der Zugabe 

des jeweiligen Peptids gefärbt, entsprechend einem Protokoll, welches zur Färbung mit Tetrame-

ren etabliert worden war. Die Ergebnisse dieser Versuche waren jedoch unbefriedigend. Nur bei 

einem einzigen von sechs Patienten konnten die Vβ-Familien der Peptid-spezifischen T-Zellen 

direkt bestimmt werden, und in diesem Fall leider auch nur unvollständig (Abb. 13, S.61). Bei 

diesem Patienten deckten die anti-Vβ-mAk lediglich 43.14 % des gesamten TCR-Vβ-Repertoires 

ab, (ersichtlich aus dem Vergleich der Summe aller Vβ-positiven T-Zellen mit der gesamten 

Panα/β-T-Zell-Population) und die Vβ-Familien von lediglich 66 % der Peptid-spezifischen T-

Zell-Population konnten direkt bestimmt werden. Die Reaktion war auf insgesamt 8 verschiedene 

Vβ-Familien verteilt; ca. 50 % der T-Zell-Antwort erschien dabei in den beiden Vβ-Familien 

Vβ3 und Vβ14. Die Vβ-Familien der übrigen 34 % der Reaktion konnten mit den verfügbaren 

anti-Vβ-mAk offensichtlich nicht erfasst werden. Dies war wahrscheinlich bei den übrigen Pati-

enten, bei denen die Typisierung der T-Zell-Antwort nicht gelang, ebenfalls der Fall. 

Im Gegensatz dazu bewies die TCR-γ1/2-PCR eine ausgesprochen hohe Sensitivität. Die TCR-

γ1/2-PCR mit anschliessender Analyse fluoreszenzmarkierter PCR-Amplifikate (FFA) wird als 

ein relativ unkompliziertes Verfahren z.B. bei der Diagnose kutaner T-Zell-Lymphome einge-

setzt. Die Methode basiert auf der Detektion klonal expandierter rearrangierter γ-T-Zell-

Rezeptoren und kann ebenso für die Untersuchung fixierter Hautbiopsate wie für aus peripherem 

Blut isolierte PBMC angewendet werden [71]. Wichtig ist aber v.a., dass mit dieser Methode für 

den Nachweis klonal expandierter T-Zell-Populationen nur eine kleine Zellzahl benötigt wird. Da 

durch die durchflusszytometrische Nachsortierung die genaue Zellzahl der gereinigten T-Zell-

Populationen bekannt war, konnte das Minimum benötigter Zellen für eine erfolgreiche PCR-

Analyse im hier vorgestellten Versuchsaufbau mit etwa 1.0 x 103 bestimmt werden. Ein Beispiel 

für die Isolierung einer Peptid-spezifischen T-Zell-Population ist in Abbildung 14 (S.62) wieder-

gegeben. Die Ergebnisse der TCR-γ1- und -γ2-PCR sind in Abbildung 15 (S.63) dargestellt. Ü-

bereinstimmend mit den Beobachtungen von Weekes und Mitarbeitern [23] zeigte sich auch in 
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den hier untersuchten Reaktionen die Fokussierung der CD8+ T-Zell-Antwort auf einige wenige 

oder nur einen einzigen Klon; keine der untersuchten Reaktionen war polyklonal. 
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Abbildung 13 Beispiel einer Vββββ-Typisierung einer Peptid-spezifischen T-Zell-Reaktion. 
PBMC eines herztransplantierten Patienten (Pt-7) wurden für 6 h mit 1 µg/ml IE-1305-319 (Peptid 77) 
stimuliert. Die Färbung der Vβ-Ketten erfolgte simultan mit der Antigen-Zugabe. Die Dot Plots zeigen 
jeweils 100.000 T-Zellen. Die Frequenzen CD8+/IFN-γ+/Vβ+ T-Zellen sind in der rechten oberen E-
cke angegeben. Ca. 19 % der CD8+ T-Zellen reagierten in diesem Fall auf Stimulation mit diesem ei-
nen Pentadecapeptid mit einer IFN-γ Produktion. Diese Population bestand ausschliesslich aus αβ T-
Zellen, wie aus (A) zu ersehen ist. Zwei starke T-Zell-Reaktionen, die zusammen etwas weniger als die 
Hälfte der gesamten Antwort ausmachten, wurden in Vβ3 (C) und Vβ14 (G) beobachtet. In 6 weiteren 
Vβ-Familien wurden ebenfalls Reaktionen festgestellt (B, D, E, F, H und I). Mit dem verfügbaren Re-
pertoire an anti-Vβ-mAk konnten bei diesem Patienten aber lediglich 43,14 % aller αβ T-Zellen er-
fasst und nur 66 % der Reaktion typisiert werden. Bei den übrigen Patienten gelang die Vβ- Typisie-
rung der reagierenden T-Zell-Population überhaupt nicht. 
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Abbildung 14 Separation einer Peptid-spezifischen CD8+ T-Zell-Population für die TCR-γγγγ-
1/2-PCR am Beispiel von Pt-7. PBMC dieses herztransplantierten Patienten wurden für 6 h mit IE-
1305-319 (Peptid 77) stimuliert. (A) zeigt die resultierende T-Zell-Reaktion, wie sie sich mittels intrazel-
lulärer Zytokinfärbung darstellte. Anschliessend wurde ein IFN-γ-Sekretions-Assay durchgeführt (B). 
Durch magnetische Zellseparation (MACS) wurde die reagierende T-Zell-Population (schwarz) ange-
reichert (C). Diese Probe enthielt jedoch noch zu viele nicht der Population zugehörige (T-)Zellen 
(grau) um eine eindeutige PCR-Analyse zu gewährleisten. Deshalb wurde die T-Zell-Population mit 
einem FACSDiva durchflusszytometrisch nachsortiert, sodass die Probe nur noch 
CD8high/CD69+/IFN-γ+ T-Zellen enthielt („FACS-Sort.“, D). 
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Abbildung 15 Die T-Zell-Antwort gegen einzelne IE-1- und pp65-Pentadecapeptide war auf 
einige wenige Klone fokussiert. Die T-Zell-Reaktionen (mittlere Spalte in A bis F) wurden zunächst 
angereichert und dann mit Hilfe zweier verschiedener PCRs auf ihre Klonalität hin ana-lysiert (vgl. 
Abschnitte 3.3.8 und 3.3.9). Dargestellt ist die Fragmentanalyse fluoreszenzmarkierter PCR-
Amplifikate (FFA) der TCR-γ1 und -2-PCR (rechte bzw. linke Spalte) mit der Fragmentlänge („peak 
size”) auf der Abszisse und der relativen Fluoreszenzintensität auf der Ordinate. Mit TCR-γ1/2-PCR 
untersuchte Populationen unstimulierter PBMC (G) und einer Jurkat-T-Zelllinie (H) sind als Beispiele 
einer polyklonalen bzw. monoklonalen T-Zell-Population ebenfalls dargestellt. 



 64

4.3. Korrelation der experimentellen Ergebnisse mit HCMV-Reaktivierung und -

Erkrankung der Patienten 

Im letzten Teil der Studie sollte ein erster Versuch unternommen werden, die komplexen Unter-

schiede in den beobachteten T-Zell-Antworten mit den unterschiedlichen klinischen Verläufen in 

Beziehung zu setzen. Nach Erhebung der relevanten klinischen Daten wurde dafür zunächst eine 

Gruppeneinteilung der Patienten nach Ausmaß der HCMV-Reaktivierung in vier Schweregrade 

vorgenommen (keine, asymptomatische und symptomatische Reaktivierung, invasive HCMV-

Erkrankung). Diese Einteilung orientierte sich an den Definitionen der 5. internationalen HCMV-

Konferenz, Stockholm, 1995 [75]. Im Verlauf nach Transplantation hatten danach fünf Patienten 

(25 %) eine manifeste HCMV-Erkrankung (Gruppe 4). In zwei Fällen war die Diagnose biop-

tisch gesichert worden; es handelte sich in beiden Fällen um eine HCMV-Gastritis. Weitere we-

sentliche Charakteristika der Patientengruppe sind in Tabelle 3 (S.19) aufgeführt. Obwohl die 

Patientengruppe relativ klein war, wich die Verteilung der HLA-Allele nur in wenigen Fällen um 

mehr als 5 % von der der Durchschnittsbevölkerung ab (Abb. 3, S.20). 

Anschliessend wurden die wesentlichen Prozessvariablen „Anzahl der Epitope“ und „T-Zell-

Frequenzen“ mittels Vergleich von Mittelwert und Median, Schiefe der Verteilung, Shapiro-

Wilks-Test und Q-Q-Diagramm auf ihre Verteilung untersucht. Diese Analyse ließ den Schluss 

nicht zu, dass die Variablen normalverteilt waren. Für alle weiteren Untersuchungen wurden 

demgemäss nicht-parametrische Testverfahren eingesetzt, insbesondere der Spearman’sche 

Rangkorrelationskoeffizient und der zweiseitige Mann-Whithney-U-Test. 

Tabelle 14: Gruppeneinteilung der Patienten nach Ausmass der HCMV-Reaktivierung 
Gruppe Definition Patienten 

1 HCMV-seropositiv, keine Antigen-/DNAämie = keine HCMV- Pt-2, Pt-9, Pt-10, Pt-11,
 Reaktivierung Pt-31, Pt-34 
   

2 HCMV-seropositiv, symptomlose Antigen-/DNAämie (pp65-Antigenämie Pt-7, Pt-21, Pt-29, Pt- 
 ab ≥ 1/200.000 Zellen positiv) = asymptomatische HCMV-Reaktivierung 30, Pt-35, Pt-39, Pt-43 
   

3 HCMV-seropositiv, Antigen-/DNAämie, erhöhte Temperatur/Fieber (> Pt-32, Pt-37 
 37,5°C) und/oder Leukopenie (< 4 GPT/l) = symptomatische, nicht-invasive  
 HCMV-Reaktivierung  
   

4 HCMV-seropositiv, Antigen-/DNAämie, Fieber und/oder Leukopenie mit Pt-15, Pt-18, Pt-19, Pt- 
 Transaminasenanstieg, Diarrhoe, oder bioptisch gesicherter HCMV- 24, Pt-40 
 Organmanifestation inkl. positiver BAL = invasive HCMV-Erkrankung  
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Zu den bearbeiteten Fragestellungen gehörte in erster Linie die Korrelation des Ausmasses an 

HCMV-Reaktivierung und der Anzahl der HCMV-Reaktivierungen mit einer Reihe unterschied-

licher Parameter wie der Anzahl der CD4+ bzw. CD8+ T-Zell-Epitope in IE-1 und pp65, der 

dominanten T-Zell-Subpopulation, der Haupt-T-Zell-Zielstruktur (IE-1 oder pp65), dem Lebens-

alter der Patienten usw. (Tabelle 16). Die durchgeführten Analysen ergaben jedoch für keine der 

bearbeiteten Fragestellung eine signifikante Korrelation, weshalb die Ergebnisse hier im einzel-

nen nicht dargestellt sind. Lediglich auf eine interessante Tendenz sei hingewiesen: in der Patien-

ten-Gruppe, in der die IE-1-Antworten dominierten (8 von 20 Patienten), hatte keiner der Patien-

ten eine symptomatische HCMV-Reaktivierung oder erkrankte an HCMV. Der Grossteil der Pa-

tienten (5 von 8) befand sich in Gruppe 1; bei ihnen wurde also gar keine Reaktivierung beo-

bachtet. Drei von acht Patienten hatten lediglich Episoden symptomloser Reaktivierung. 

Tabelle 15: Explorative Statistik; wichtige Merkmale, die miteinander korreliert wurden 
Korrelierte Merkmale  
Ausmass der HCMV-Reaktivierung (vgl. Tab. 15) Anzahl der IE-1-Epitope 
Ausmass der HCMV-Reaktivierung Anzahl der pp65-Epitope (CD4+, CD8+, insgesamt) 
Ausmass der HCMV-Reaktivierung T-Zell-Antworten auf pp65 bzw. auf IE-1 und pp65 
Ausmass der HCMV-Reaktivierung Dominierende T-Zell-Subpopulation (CD4+/CD8+) 
Ausmass der HCMV-Reaktivierung Lebensalter bei Transplantation 
Anzahl der HCMV-Reaktivierungen Lebensalter bei Transplantation 
Lebensalter bei Transplantation Anzahl der IE-1 bzw. pp65-Epitope 
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5. Diskussion 

5.1.1. Die T-Zell-Antwort gegen IE-1 und pp65 ist komplex strukturiert 

Wie in der Einleitung erwähnt, zeichnet sich zunehmend die Komplexität der T-Zell-Antwort 

gegen HCMV ab. Sie findet ihren Ausdruck z.B. in unterschiedlichen Effektorfunktionen [44, 

45] oder Oberflächen-Phänotypen von CD8+ T-Zellen [43]. Im Rahmen der methodischen Ver-

suche zeigte sich, wie unterschiedlich die Dosis-Wirkungsbeziehungen für verschiedene Antige-

ne und zwischen verschiedenen Probanden sein können. In der untersuchten Patientengruppe 

beobachteten wir zudem grosse intraindividuelle und interindividuelle Unterschiede hinsichtlich 

des immundominanten Proteins, der gemessenen Peptid-spezifischen T-Zell-Frequenzen, der 

Anzahl der identifizierten pp65-Epitope, der dominierenden T-Zell-Subpopulation sowie der 

präsentierenden HLA-Allele. Im folgenden Abschnitt 5.1 werden zunächst die Ergebnisse der 

methodischen Arbeiten diskutiert. Im Abschnitt 5.2 sollen einzelne Aspekte der komplexen T-

Zell-Antwort gegen HCMV eingehender beleuchtet werden, bevor in Abschnitt 5.3 schliesslich 

deren klinische Implikationen diskutiert werden. 

5.2. Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen der methodischen Arbeiten 

5.2.1. Ein definitives Versuchsprotokoll für die intrazelluläre Zytokinfärbung 

1995 wurde von Picker und Mitarbeitern eine Methode vorgestellt, die es ermöglichte, Antigen-

spezifische T-Zellen nach Kurzzeitstimulation ex vivo (6 bis 8 h) durch die Färbung intrazellulär 

zurückgehaltener Zytokine durchflusszytometrisch zu charakterisieren und direkt zu quantifizie-

ren [63]. Die Färbung von IFN-γ als wichtigem und rasch induzierbaren Effektorzytokin war 

dazu besonders geeignet. Dieses Verfahren erwies sich als wertvolle Innovation. Von der Einfüh-

rung eines Vollblut-Protokolls bald darauf versprach man sich eine entscheidende Vereinfachung 

dieser Methode [72]. Dadurch entfiel nicht nur die aufwendige und zudem schwierig zu standar-

disierende Präparation von PBMC. Im direkten Vergleich wurden im Vollblut sogar leicht höhere 

T-Zell-Frequenzen auf Stimulation mit viralem Lysat und Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) 

bei gleicher Antigenkonzentration gemessen als in PBMC. Dies wurde damit erklärt, dass Voll-

blut ein „physiologischeres Milieu“ für die Kurzzeitstimulation darstellt als PBMC [72]. Nomura 

und Mitarbeiter bemühten sich dann um „Optimierung“ dieses Protokolls; u.a. gaben sie als ef-

fektivste Antigenkonzentration für HCMV-Lysat 5 µg/ml an [73]. Die Präparation von PBMC 
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stellt unzweifelhaft einen Arbeitsaufwand dar, der durch die Verwendung von Vollblut entfällt. 

Fragwürdig war für uns dagegen, ob Vollblut wirklich das „physiologischere“ Milieu darstellt. 

Die Präsentation von Antigenen und deren Erkennung durch T-Zellen erfolgen in sekundären 

lymphatischen Organen und peripheren Geweben - nicht im Vollblut. Tatsächlich könnte gerade 

die Anwesenheit bestimmter Plasmafaktoren im Vollblut (Proteasen und andere Proteine), die 

weder in peripheren Geweben noch in PBMC-Suspensionen vorhanden sind, mit der Aufnahme 

und Präsentation von Antigenen interferieren. Solche Plasmafaktoren sind noch viel weniger zu 

standardisieren als die PBMC-Präparation. Hinzu kommt, dass gerade mit PBMC exakte - stan-

dardisierte - Zellkonzentrationen eingestellt werden können, was bei Vollblut-Proben schwierig 

ist. Von diesem Standpunkt aus betrachtet spricht also eher wenig für die Verwendung von Voll-

blut. 

Wir entschieden uns deshalb, mit Hilfe von Dosis-Wirkungskurven für Antigene, die häufig im 

Rahmen dieser Methode verwendet werden (Nona- und Pentadecapeptide sowie virales Lysat), 

Vollblut- und PBMC-Versuchsaufbau nochmals systematisch zu vergleichen. Vorrangiges Ziel 

war, festzustellen, ob Vollblut als Milieu tatsächlich besser geeignet ist. Die signifikanten Unter-

schiede, die sich in allen vergleichenden Experimenten ergaben (einschliesslich der im Antikoa-

gulanzienvergleich beobachteten Differenzen), sprachen dabei jedoch eindeutig für die Verwen-

dung von PBMC. Neben den deutlich höheren maximalen T-Zell-Frequenzen waren diese v.a. 

schon bei sehr viel kleineren Antigenkonzentrationen durchflusszytometrisch detektierbar als im 

Vollblut. Beides war von Bedeutung für die Sensitivität der Methode. Ausserdem hatte die Wahl 

des Antikoagulanzes offensichtlich keinen wesentlichen Einfluss auf den PBMC-

Versuchsaufbau. Aus der Summe dieser Betrachtungen heraus entschieden wir uns, für alle wei-

teren Versuche mit ex vivo Kurzeit-Stimulation und anschliessender intrazellulärer Zytokinfär-

bung PBMC zu verwenden. 

Die Dosis-Wirkungskurven zeigten aber noch etwas anderes: die nach Stimulation mit einzelnen 

Peptiden gemessenen T-Zell-Antworten wiesen grosse interindividuelle Unterschiede auf, so 

gross, dass die Festlegung einer einheitlichen, als „optimal“ zu bezeichnenden Peptidkonzentra-

tion im Prinzip nicht möglich war. Die ausgeprägte - und zudem sehr individuelle - Abhängigkeit 

der T-Zell-Frequenz von der eingesetzten Antigenkonzentration hatte noch eine weitere Implika-

tion: solange nicht die konkrete Dosis-Wirkungsbeziehung des jeweiligen Antigens bei einem 

bestimmten Patienten oder Probanden bekannt ist und nicht bekannt ist, ob diese über die Zeit 

stabil ist, bleibt ungewiss, ob sich dessen T-Zell-Antwort bei einer gegebenen Antigenkonzentra-

tion nahe ihres Maximums befindet oder weit davon entfernt. Dieser Faktor sollte beim Ver-
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gleich von T-Zell-Frequenzen zwischen verschiedenen Patienten oder Probanden Berücksichti-

gung finden. Weiter ist zu beachten, dass die intrazelluläre Zytokinfärbung im Unterschied zur 

Tetramer-Technik nur die Quantifizierung funktioneller, innerhalb relativ kurzer Zeit mit einer 

Zytokin-Produktion reagierender, Antigen-spezifischer T-Zellen erlaubt. Da eine grosse Menge 

Peptide für die nachfolgenden Untersuchungen eingesetzt werden sollte, musste ein sinnvoller 

Kompromiss zwischen Aufwand und Effektivität gefunden werden. Die T-Zell-Antworten muss-

ten dabei nicht notwendigerweise im Bereich ihres Maximums liegen (denn die Epitop-

Kartierung hat v.a. qualitativen Charakter), sollten von ihrer Grössenordnung her mit dieser 

Konzentration aber zumindest deutlich in messbaren Bereichen sein. Eine Dosis von 1 µg/ml 

erschien dafür auf der Basis der Dosis-Wirkungs-Kurven geeignet. Der Zusatz exogener Kosti-

mulation hätte die Sensitivität der Methode zudem möglicherweise noch erhöhen können. Die 

Verwendung kostimulatorischer monoklonaler Antikörper gegen CD28 und CD49d ist in zahl-

reichen Arbeitsgruppen integraler Bestandteil des Versuchsaufbaus [66, 72, 73]. Die Ergebnisse 

unserer Versuche zeigten jedoch nur einen sehr geringen Effekt auf die Kurzzeitstimulation mit 

einzelnen Pentadecapeptiden bei transplantierten Patienten. Weil die Verwendung solcher Anti-

körper einen zusätzlichen Aufwand an Zeit, Arbeit und Kosten bedeutet, ausserdem eine weitere 

artifizielle Komponente in den Versuchsaufbau einführt und vereinzelt sogar stärkere T-Zell-

Antworten ohne Kostimulation beobachtet wurden als mit, entschieden wir uns, auf den Zusatz 

von anti-CD28 und anti-CD49d zu verzichten. Desweiteren hatten sich Isotyp-Kontrollen im 

vorangegangenen Projekt als für diesen Versuchsaufbau unnötig herausgestellt. Da auch Positiv-

Kontrollen mit PMA/Ionomycin aus den im Ergebnissteil dargelegten Gründen keinen nennens-

werten Informationsgewinn erbringen, wurde auf die Durchführung dieser Kontrollen ebenfalls 

verzichtet. Für methodische Untersuchungen, insbesondere solche, in denen T-Zell-Frequenzen 

direkt miteinander verglichen werden sollen, ist die Durchführung von Dreifachansätzen ratsam. 

Für die T-Zell-Epitopkartierung waren aber aufgrund des begrenzten Patienten-Materials Dop-

pel- oder gar Dreifachbestimmungen nicht machbar. Wir entschieden uns deshalb für die T-Zell-

Epitop-Kartierung und alle anderen Versuche mit intrazellulärer Zytokinfärbung für folgendes 

Versuchsprotokoll: aus Citratblut isolierte PBMC wurden über Nacht im Brutschrank vorinku-

biert, bevor sie am darauffolgenden Tag in Einzelansätzen mit Pentadecapeptiden in einer End-

konzentration von je 1 µg/ml für 6 h ohne Zusatz exogener Kostimulation stimuliert wurden. Als 

Kontrolle diente dabei ausschliesslich eine mit 4 µl DMSO stimulierte (entsprechend der DMSO-

Menge in den zugegeben Peptid-Lösungen) und mit anti-IFN-γ-FITC gefärbte Probe. Zudem 

wurde immer auch eine „Gesamtmischung“ des entsprechenden Proteins mitgeführt. 
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5.2.2. T-Zell-Epitop-Kartierung mit dem neuem Peptidpool-Design 

Das dreidimensionale Peptidpool-Design wurde entworfen, um die Anzahl der für eine T-Zell-

Epitop-Kartierung benötigten Proben so weit zu reduzieren, dass auch die Untersuchung von 

Patienten möglich wurde. Die Effektivität dieses neuen Verfahrens hing wesentlich von zwei 

Faktoren ab: (1) der Anzahl an PBMC, die pro Untersuchungstermin insgesamt zur Verfügung 

standen und (2) der Anzahl der Peptide, die nachgetestet werden mussten. Bei einem Protein wie 

IE-1, in dem bei Patienten oder Probanden nur selten mehr als zwei Epitope identifiziert wurden, 

erwies sich die neue Methode als deutlich effektiver als die bisher eingesetzte. Mit steigender 

Anzahl an Peptiden, die zu IFN-γ-Produktion führten, nahm die Effizienz allerdings ab. Bei ≥ 5 

Epitopen beispielsweise (wie bei Pt-9, vgl. Abb. 10, S.47), erwies sich die Identifizierung der 

Epitope nicht nur als eine Herausforderung. Weil in jedem Pool deutlich mehr Peptide enthalten 

waren als beim zweidimensionalen Pool-Design (bis zu 30 anstatt 12), blieben auch entsprechend 

mehr Peptide als potentielle Kandidaten zur Nachtestung übrig. Diese wurden in solchen Fällen 

wieder entsprechend einer zweidimensionalen Matrix kombiniert, um die Anzahl der Tests zu 

reduzieren. Bei Pt-9 war die Anzahl benötigter Proben für die Epitop-Kartierung inkl. Nachtes-

tung am Ende dennoch identisch mit der, die mit dem zweidimensionalen Peptidpool-Design 

benötigt worden wäre. Dieser Fall blieb jedoch die Ausnahme; fünf Epitope wurden nur bei die-

sem Patienten beobachtet. Bei nicht lymphopenischen Patienten konnte die komplette Epitop-

Kartierung in einem Grossteil der Fälle zu einem einzigen Zeitpunkt aus den ca. 16 ml Vollblut 

erfolgen, die vom DHZB bei jedem Ambulanztermin eines Patienten zur Verfügung gestellt wur-

den. Damit war der Langzeitverlauf der T-Zell-Antwort auf Epitop-Ebene nach initialer Epitop-

Kartierung auf der Basis dieser Technik möglich geworden und wurde im Anschluss an dieses 

Projekt bereits an weiteren herz- und lungentransplantierten Patienten umgesetzt. Im Vergleich 

zu der schon erwähnten Arbeit von Hebart und Mitarbeitern [47] hat dieser Ansatz v.a. den Vor-

teil, dass wahrscheinlich die gesamte T-Zell-Antwort gegen ein Protein und nicht nur eine aus-

gewählte antigene Determinante verfolgt wird. Warum nur „wahrscheinlich“ die gesamte T-Zell-

Antwort? Weil die untere Nachweisgrenze der Methode bei Frequenzen von 1 bis 2 IFN-γ-

positiven Zellen pro 10.000 (0.01 % bis 0.02 %) der entsprechenden T-Zellsubpopulation liegt, 

vorausgesetzt, der Background (Hintergrundrauschen) in den Proben ist sehr niedrig (< 0.02 %). 

Es ist deshalb nicht ausgeschlossen, dass ein Patient über Epitop-spezifische T-Zellen verfügt, 

die (zeitweise) unter der durchflusszytometrischen Nachweisgrenze liegen. Tatsächlich konnten 

wir solche nur zeitweise detektierbaren Reaktionen beobachten (s.u.). Das neue Peptidpool-

Design könnte auch als ein Modell für die Identifizierung von T-Zell-Epitopen in anderen immu-
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nogenen Proteinen von HCMV, beispielsweise pp150 oder pp28, wie auch in anderen Pathoge-

nen (HIV, HBV und HCV, Tuberkulose usw.) dienen.  

5.2.3. Weitere methodische Arbeiten 

Zunächst testeten wir den IFN-γ-Sekretions-Assay mit nachfolgender magnetischer Zellseparati-

on nach Stimulation mit einzelnen IE-1 und pp65-Pentadecapeptiden mit PBMC gesunder Pro-

banden. Die Klonalität einer auf diese Weise gereinigten Peptid-spezifischen T-Zell-Population 

von Pr-6 wurde dann mit der TCR-γ1/2-PCR untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass durch 

magnetische Zellseparation allein eine ausreichende Reinheit der Probe für eine sichere Beurtei-

lung der Klonalität nicht gewährleistet werden konnte; die Probe enthielt noch zuviele (T-

)Zellen, die nicht der Peptid-spezifischen Population angehörten (vgl. Abb. 14, S.62). Deshalb 

entschieden wir uns, nach der magnetischen Zellseparation eine durchflusszytometrische Feinsor-

tierung der CD8pos/CD69high/IFNpos T-Zellen anzuschliessen, um so sicherzustellen, dass die Pro-

be ausschliesslich Peptid-spezifische T-Zellen enthielt. Die damit gewonnenen Zell-Populationen 

waren zwar sehr rein, bestanden aber nur noch aus wenigen Zellen. Der hohen Sensitivität der 

TCR-γ1/2-PCR war es zu verdanken, dass die Klonalitätsanalyse dennoch in sechs von sieben 

Fällen erfolgreich verlief. Die Untersuchung der T-Zell-Rezeptorklonalität durch die in dieser 

Arbeit vorgestellte Methode bietet im Vergleich zu den bisher angewendeten Verfahren [23, 24, 

25, 26] einige Vorteile: (1) die T-Zell-Antwort auf jedes beliebige immunogene Peptid kann, 

unabhängig von der Kenntnis des präsentierenden HLA-Allels, untersucht werden. (2) CD4+ und 

CD8+ T-Zell-Reaktionen können analysiert und Peptid-spezifische T-Zell-Frequenzen direkt 

ermittelt werden. (3) Der Versuchsaufbau ist vergleichsweise einfach und nimmt nur einen einzi-

gen Tag in Anspruch. (4) Der methodische Fehler wird dadurch, v.a. aber durch Vermeidung 

langer in vitro Zell-Kulturen sowie durch die direkte Isolierung der T-Zell-Population aus Mate-

rial des Patienten oder Probanden, minimiert. Man untersucht so gewissermassen den „Wildtyp“ 

der Reaktion. (5) Für die Untersuchung werden nur sehr kleine Mengen Vollblut benötigt (in 

unseren Versuchen reichten etwa 10 ml aus). Damit können diese Versuche mit Patienten-

Material erfolgen, wenn gewünscht auch im Langzeitverlauf. Umgekehrt können auch sehr 

schwache T-Zell-Reaktionen untersucht werden; die Menge des zur Verfügung stehenden Mate-

rials muss dafür entsprechend erhöht werden. Die Bestimmung der Vβ-Familien der reagieren-

den T-Zellen erachten wir dagegen als wenig sinnvoll. Das Repertoire der zur Verfügung stehen-

den anti-Vβ-mAk ist derzeit noch zu unvollständig, um eine umfassende und detaillierte Analyse 

gewährleisten zu können. 
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5.3. Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen von T-Zell-Epitop-Kartierung und Untersu-

chungen zur T-Zell-Klonalität 

5.3.1. Bedeutung Peptid-spezifischer T-Zell-Frequenzen  

Die Spannweite der beobachteten T-Zell-Frequenzen war ausserordentlich gross. Wir konnten T-

Zell-Reaktionen beobachten, die zeitweise unter, zeitweise knapp über der durchflusszytometri-

schen Nachweisgrenze lagen. Ein Beispiel dafür sind die Peptide pp65281-295 und pp65285-299 

(Peptide 71 und 72), auf die Pt-7 sehr schwache CD4+ T-Zell-Reaktionen zeigte. Ebenso 

schwach war seine CD8+ T-Zell-Antwort auf pp65489-503 (Peptid 123); erst bei mehrfacher Nach-

testung konnte eine Reaktion von 0.03 % der CD8+ T-Zellen auf dieses Peptid festgestellt wer-

den. Das war insofern erstaunlich, weil das angrenzende pp65493-507 (Peptid 124) die stärkste 

pp65-spezifische T-Zell-Antwort bei Pt-7 induzierte. Beide Peptide enthielten das von HLA-A2 

präsentierte Nonamer NLVPMVATV. Pt-7 hatte mit zuletzt 27 % der CD8+ T-Zellen auf IE-1305-

319 (Peptid 77) auch die größte in der gesamten Gruppe gemessene T-Zell-Antwort (vgl. Tabelle 

10, S.50). 

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war, mit sehr wenig Material die T-Zell-Antwort auf ein Ziel-

Protein, repräsentiert in Form der jeweiligen „Gesamtmischung“, in ihre einzelnen Epitope auf-

schlüsseln zu können, um die Weiterverfolgung dieser Antwort auf Ebene der einzelnen CD4+ 

und CD8+ Epitope möglich zu machen. Im Zusammenhang mit den Dosis-Wirkungskurven wur-

de schon angedeutet, dass dabei unbekannt ist, ob die auf ein bestimmtes Peptid gemessene T-

Zell-Antwort mit der eingesetzten Konzentration von 1 µg/ml sich nahe ihres Maximums befin-

det oder weit davon entfernt. Hinzu kommt, dass sich über den Zeitverlauf z.T. extreme Schwan-

kungen der T-Zell-Frequenzen beobachten lassen. 

Abbildung 5-1 (Abb. 16, S.72) illustriert das anhand von drei zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

gemessenen CD8+ T-Zell-Reaktionen auf die bei Pt-7 dominanten Peptide in IE-1 und pp65. 

Theoretisch ist auch nicht sicher auszuschliessen, das sich die Dosis-Wirkungsbeziehung für ein 

Peptid im Zeitverlauf ändert. Schliesslich muß noch berücksichtigt werden, dass lediglich die 

Frequenzen Antigen-spezifischer T-Zellen im Blut bestimmt werden, nicht aber in sekundären 

lymphatischen Geweben oder in peripheren Geweben, in den Kompartimenten also, in denen die 

Immun- Antwort eigentlich stattfindet. Die Quantifizierung HCMV-spezifischer T-Zellen ist 

essentieller Bestandteil des angestrebten Monitorings der antiviralen T-Zell-Antwort. Die darge-

legten Faktoren komplizieren die schwierige Interpretation der klinischen Bedeutung der gemes-

senen T- Zell-Frequenzen aber noch zusätzlich. 



 72

%
 d

er
 C

D
8+

/IF
N

-γ
+ 

T-
Ze

lle
n

0

5

10

15

20

25

30

417 480 613

IE-1 305-319
(Peptid 77)

pp65 497-511
(Peptid 124)

Tage post-Tx

%
 d

er
 C

D
8+

/IF
N

-γ
+ 

T-
Ze

lle
n

0

5

10

15

20

25

30

417 480 613

IE-1 305-319
(Peptid 77)

pp65 497-511
(Peptid 124)

Tage post-Tx  
Abbildung 16 Verlauf HCMV-spezifischer T-Zell-Frequenzen auf Epitop-Ebene. Dargestellt 
sind zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation gemessene CD8+ T-Zell-Reaktionen 
auf einzelne Peptide, die die bei Pt-7 dominanten Epitope in IE-1 und pp65 enthielten. 

 

5.3.2. Bedeutung des immundominanten Proteins  

In der untersuchten Gruppe gab es Patienten, die ausschliesslich eine T-Zell-Antwort auf pp65 

zeigten und solche, die auf beide Proteine reagierten; dabei stand, zumindest gemessen an der 

Frequenz Antigen-spezifischer T-Zellen, zumeist ein Protein deutlich im Vordergrund (vgl. Tab. 

9, S.48). Pt-39 beispielsweise hatte eine starke IE-1-spezifische T-Zell-Antwort; die Reaktion auf 

pp65 war kaum messbar. Bei anderen Patienten, wie z.B. bei Pt-15, war die IE-1-Antwort sehr 

schwach ausgeprägt; hier schien pp65 deutlich stärker zu stimulieren. Nur wenige Patienten hat-

ten in etwa vergleichbar starke T-Zell-Antworten auf beide Proteine. Von beiden Proteinen wird 

angenommen, dass sie bedeutende, wenn nicht die beiden wichtigsten, Zielstrukturen in HCMV 

sind [37]. Warum so deutliche „Präferenzen“ für das eine oder das andere Protein beobachtet 

werden, ist unklar. Über das Ausmass der Immunogenität beider Proteine wird zudem kontrovers 

diskutiert. Einen Überblick zu diesem Thema gibt eine Übersichtsarbeit von Reddehase [37]. 

Träfe es tatsächlich zu, dass pp65 die proteasomale Prozessierung von IE-1 zu verhindern ver-

mag, würden IE-1-Peptide nur bei nicht vorhandener UL83-Genexpression, also z.B. in der IE-

Phase der Reaktivierung aus der Latenz, auf der Zell-Oberfläche präsentiert. Welche klinische 

Bedeutung das haben könnte, wird in Abschnitt 5.3 diskutiert. 

5.3.3. Anzahl der identifizierten Epitope und Subpopulationen der Epitop-spezifischen T-

Zellen  

Auch in diesen beiden Aspekten zeigte die T-Zell-Antwort grosse Unterschiede zwischen ver-

schiedenen Patienten. Bei einigen war die pp65-Antwort fokussiert auf ein einziges CD8+ Epi-

top. Pt-24 beispielsweise reagierte nicht auf IE-1 und hatte nur eine relativ schwache CD8+ T-
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Zell-Antwort gegen pp65185-199 (Peptid 47). Diese Ergebnisse decken sich mit Beobachtungen 

von Wills und Mitarbeitern, die als erste die starke Fokussierung der T-Zell-Antwort gegen 

HCMV auf wenige oder nur ein einzelnes pp65-Epitop beschrieben [22]. Zudem ergab die Un-

tersuchung der Klonalität ausgewählter starker CD8+ T-Zell-Reaktionen eine deutliche Fokussie-

rung der Antwort auf einen oder wenige T-Zell-Klone, wie sie zuvor schon von Weekes und 

Mitarbeitern beobachtet worden war [23]. Ein gutes Beispiel dafür ist die T-Zell-Reaktion von 

Pt-30 auf IE-1245-259 (Peptid 62), die aus einem einzigen Klon bestand (vgl. Abb. 15, S.63). Bei 

keinem der untersuchten Patienten wies die T-Zell-Antwort eine polyklonale Struktur auf. Week-

es und Mitarbeiter führten das unter anderem auf die wiederholte Auseinandersetzung mit viralen 

Antigenen im Rahmen von Reaktivierungen von HCMV zurück, die mit der Zeit einerseits zur 

Selektion von T-Zellen mit hochaffinen T-Zell-Rezeptoren und andererseits zu hohen Frequen-

zen dieser Antigen-spezifischen T-Zellen führe [23], ein Phänomen, das auch schon für andere 

persistierende Virusinfektionen wie EBV, HIV-1 und HTLV-1 beschrieben worden war [76, 77, 

78]. Dass bei anderen Patienten hingegen Reaktionen gegen eine Reihe verschiedener Epitope 

beobachtet wird, war ebenfalls schon von Wills und Mitarbeitern beschrieben worden [22]. Bei 

Pt-9 beispielsweise führten fünf Epitope zu z.T. starken Reaktionen in der CD8+ und in der 

CD4+ T-Zell-Subpopulation, im Falle der Peptide 123 und 124 sogar in beiden Subpopulationen, 

ein Phänomen, das bisher noch nicht beschrieben worden war (vgl. Abb. 10, S.47). Die in der 

Stichprobe identifizierten CD4+ T-Zell-Epitope konnten dabei in einem, zwei oder drei Pentade-

capeptiden enthalten sein, was auf sehr unterschiedliche Bindungsmotive schliessen lässt. Die IE-

1-spezifische T-Zell-Antwort war demgegenüber in der hier untersuchten Gruppe deutlich stärker 

fokussiert. Im Median erkannten die Patienten nur ein Epitop in IE-1. 

5.3.4. Bedeutung des HLA-Typs für die Reaktivität  

Determiniert der HLA-Typ des Patienten seine HCMV-spezifische Reaktivität? Die hier vorge-

stellten Ergebnisse lassen diesen Schluss nicht zu und bestätigen damit die von Betts und Mitar-

beitern gemachten Beobachtungen [79]. Eine Reihe von Patienten zeigte nicht die auf der Grund-

lage ihres HLA-Typs zu erwartenden Reaktionen auf bestimmte Peptide, eine Tatsache, für die es 

mehrere Erklärungen gibt. So war Pt-32 beispielsweise der einzige von neun untersuchten HLA-

A2-positiven Patienten, der keine T-Zell-Reaktion auf die pp65-Peptide 123 und 124 zeigte. Das 

HLA-A2-Allel umfasst mindestens 25 molekularbiologisch unterscheidbare Subspezifitäten [80]. 

Möglicherweise verfügte Pt-32 nicht über die Subspezifität HLA-A*0201, sondern z.B. über 

HLA-A*0224. Diese Frage könnte leicht durch eine molekularbiologische Typisierung der HLA-
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Typen beantwortet werden. Doch auch HLA-A*0201-positive Probanden reagieren nicht immer 

auf NLVPMVATV - in einer Arbeit von Longmate und Mitarbeitern hatten aber immerhin 28 von 

30 HLA-A*0201-positiven Probanden (93 %) messbare T-Zell-Reaktionen auf dieses Peptid 

(„Chromium release assay“) [35]. Dieser Prozentsatz ähnelt dem in dieser Arbeit beobachteten 

von 88 %. Natürlich spielt die Sensitivität der Messmethode ebenfalls eine Rolle. Möglicherwei-

se lag die Frequenz der für NLVPMVATV spezifischen T-Zellen von Pt-32 zum Zeitpunkt der 

Epitop-Kartierung einfach unterhalb der durchflusszytometrischen Nachweisgrenze, wie es z.B. 

bei Pt-7 beobachtet worden war. Zwei weitere Erklärungen für fehlende Reaktivitäten sind im 

Gegensatz dazu nur schwer zu untersuchen: das T-Zell-Rezeptor-Repertoire, über das ein Patient 

verfügt sowie der oder die HCMV-Stämme, mit denen er (ko-)infiziert ist. So wäre eine plausible 

Erklärung dafür, dass Pt-32 nicht auf die pp65-Peptide 123 und 124 reagierte, dass er über keinen 

passenden T-Zell-Rezeptor verfügte, um NLVPMVATV zu erkennen. Eine weitere Einschränkung 

der hier erzielten Ergebnisse besteht darin, dass den Versuchen die Aminosäure-Sequenz von IE-

1 bzw. pp65 des Laborstamms AD169 zugrunde liegt. Klinische Isolate können von dieser Se-

quenz mehr oder weniger stark abweichen [51]. Es ist also durchaus denkbar, dass ein Patient T-

Zell-Antworten in vivo gegen Peptid-Sequenzen hatte, die in unserem in vitro-System gar nicht 

vorkamen und deshalb auch nicht gemessen werden konnten. Es gibt Arbeiten, die sich mit der 

klinischen Relevanz der Infektion mit verschiedenen Virusstämmen auseinandersetzen. Andere 

Arbeiten konzentrieren sich auf die Identifizierung von Epitopen in Regionen immunogener Pro-

teine, die hochkonserviert zwischen unterschiedlichen HCMV-Stämmen sind, wie z.B. das E-

xon4 von IE-1 (Aminosäurereste 86-491) [42]. 

5.3.5. Bedeutung von IE-1 und pp65 

Desweiteren ist es wichtig zu beachten, dass die T-Zell-Antworten gegen lediglich zwei immun-

dominante HCMV-Proteine gemessen wurden. Zwar wird mit einiger Berechtigung angenom-

men, dass es sich bei diesen Proteinen um wichtige Zielstrukturen in HCMV handelt. Ihr Stel-

lenwert kann allerdings erst richtig abgeschätzt werden, wenn andere potentiell immunogene 

HCMV-Proteine wie pp150, pp28 oder gB in ähnlicher Weise - idealerweise vergleichend in 

einem größeren Patientenkollektiv - untersucht werden. 

5.3.6. Verwendung von Vorhersagen  

Für den Grossteil der hier als immunogen identifizierten Peptide konnte eine Vorhersage der 

präsentierenden HLA-Allele durchgeführt werden. Diese Analyse beruhte v.a. auf der Überein-

stimmung von HLA-Allelen bei Patienten bzw. Probanden, die auf die gleichen Peptide reagier-
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ten, unterstützt von den Ergebnissen der Bindungsmotiv-Analyse durch die online-Datenbanken 

„SYFPEITHI“ und „BIMAS“. Eine solche Analyse allein auf der Grundlage dieser Datenbanken 

erscheint uns zur Zeit wenig ratsam. Für das bekannte HLA-B7-restringierte Epitop 

CRVLCCYVL etwa, das in den IE-1-Peptiden 77 und 78 enthalten ist, wurde von beiden Daten-

banken HLA-B*2705 mit hoher Wahrscheinlichkeit als präsentierendes Allel angegeben. HLA-

B7 erhielt dagegen sehr schlechte Ergebnisse. Die vorhergesagten immunogenen Nonamere un-

terschieden sich zudem bei beiden Datenbanken.Komplex war v.a. das Bild, das sich nach dieser 

Identifikation ergab. Für eine Vielzahl von Peptiden konnte gezeigt werden, dass sie von mehre-

ren HLA-Allelen präsentiert wurden. Dies ist wahrscheinlich auf unterschiedliche immunogene 

Nonamere zurückzuführen, die gleichzeitig in einem Pentadecapeptid enthalten sein können. In 

einem Teil der Fälle könnte es sich aber auch um gleiche Nonamere gehandelt haben. Verschie-

dene Arbeitsgruppen haben sich mit der Zusammenfassung von MHC-Klasse-I-Allelen zu sog. 

Supertypen auf der Basis struktureller Ähnlichkeiten in der Antigen-Bindungsgrube, gemeinsa-

mer Peptid-Bindungsmotive und Bindungsanker sowie der Identifikation von Peptiden, die mit 

einigen dieser Allele kreuzreagieren können, befasst. So sind z.B. ein HLA-A2-, A3-, B7- oder 

B44-Supertyp beschrieben worden [81, 82, 83, 84, 85]. Manche der von Sette und Mitarbeitern 

für diese Versuche hergestellten synthetischen Peptide konnten dabei von bis zu fünf verschiede-

nen HLA-Allelen gebunden werden [85]. Für einen Teil der Peptide, die wir als von mehreren 

HLA-Allelen präsentiert beschrieben haben, könnte dies ebenso zutreffen; die Peptide IE-1193-207 

und IE-1197-211 (Peptide 49 und 50) kämen dafür z.B. in Frage. Die „Restriktionsanalyse“ legte für 

diese Peptide nahe, dass das gleiche immunogene Nonamer sowohl von HLA-B8 als auch von 

HLA-B18 präsentiert werden könnte. Eine Möglichkeit herauszufinden, welches jeweils die tat-

sächlichen immunogenen Nonamer-Sequenzen sind, besteht in der Fein-Kartierung mit sich um 

jeweils eine Aminosäure überlappenden Nonameren, wie von Kern und Mitarbeitern publiziert 

[30]. Für einen Teil der in dieser Arbeit identifizierten Peptide wurde diese Fein-Kartierung im 

Anschlussprojekt bereits durchgeführt. Ist das Nonamer identifiziert, kann das präsentierende 

HLA-Allel durch einen Vergleich reagierender Probanden, durch einen Zytotoxassay oder direkt 

durch die Generierung von Tetrameren verifiziert werden. Die beiden letztgenannten Verfahren 

sind aber relativ aufwendig.  

Die Untersuchung der Häufigkeitsverteilung der HLA-Allele in der Stichprobe ergab, das sich 

diese nur für wenige Allele signifikant von der der mitteleuropäischen Durchschnittsbevölkerung 

unterschied. Die in der Stichprobe gemachten Ergebnisse sollten also der Situation in der Ge-

samtbevölkerung entsprechen oder zumindest relativ ähnlich sein. Der statistisch valide Nach-
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weis, dass Patienten und gesunde Probanden der gleichen Grundgesamtheit entstammen (sich 

also hinsichtlich der Struktur ihrer T-Zell-Antworten gegen IE-1 und pp65 nicht unterscheiden), 

konnte aufgrund der zu unterschiedlichen Altersstruktur in Patienten- und Probandengruppe hier 

aber nicht erbracht werden. 

5.4. Schlussfolgerungen aus der Korrelation der experimentellen Ergebnisse mit HCMV-

Reaktivierung und -Erkrankung  

Einleitend muss nochmals betont werden, dass eine Reihe der oben aufgeworfenen Fragen wie 

die Korrelation der HCMV-Reaktivierung mit Haupt-T-Zell-Zielstruktur, Anzahl der IE-1 bzw.   

-pp65-Epitope, dominanter T-Zell-Subpopulation usw. in der Patientengruppe zwar untersucht 

wurden, sich aber für keine davon statistisch signifikante Zusammenhänge ergaben. Wir führten 

dies v.a. auf die komplexen, recht vielschichtigen Ergebnisse in Kombination mit kleinen Fall-

zahlen zurück. Die nachfolgenden Überlegungen haben deshalb hypothetischen Charakter. Mit 

den hier vorgestellten Techniken sollen aber verschiedene Hypothesen in Folgestudien an einer 

größeren Patientenzahl verifiziert werden. 

5.4.1. Klinische Implikationen der gemachten Beobachtungen 

Bei Pt-7 zeigte sich, dass sich seine T-Zell-Antwort gegen pp65 aus sehr schwachen und sehr 

starken Reaktionen zusammensetzte. Welche Rolle solch schwachen T-Zell-Antworten gegen 

einzelne Epitope in der Kontrolle der Infektion zukommt, bleibt unklar. Prinzipiell stellt sich 

diese Frage aber für jede T-Zell-Antwort, unabhängig davon, welche Frequenzen zu einem be-

stimmten Zeitpunkt gemessen werden. Eine einfache Beziehung nach der Art: „je grösser die 

Frequenz HCMV-spezifischer T-Zellen desto besser der Schutz vor einer HCMV-Erkrankung“ 

scheint es in dieser Weise nicht zu geben. Pt-15 hatte beispielsweise in dem Zeitraum, als bei 

ihm eine HCMV-Gastritis diagnostiziert wurde (um die 5. Woche nach Transplantation), pp65-

spezifische T-Zell-Frequenzen um 0.5 %; seine T-Zell-Antwort richtete sich dabei gegen drei 

CD8+ Epitope und ein CD4+ Epitop in pp65. Die meisten anderen Patienten erkrankten nicht, 

auch wenn bei ihnen zu vergleichbaren Zeitpunkten z.T. deutlich kleinere Frequenzen HCMV-

spezifischer T-Zellen gemessen wurden. Die Definition „protektiver T-Zell-Frequenzen“ ist also 

mit grossen Schwierigkeiten verbunden. Sie wird, wie oben angedeutet, durch die zu beobach-

tenden grossen Unterschiede in den Dosis-Wirkungsbeziehungen sowohl zwischen verschiede-

nen Peptiden als auch verschiedenen Patienten noch zusätzlich erschwert. Gleichwohl ist die 

Abhängigkeit des Schutzes vor HCMV-Reaktivierung bzw. -Erkrankung von der Frequenz Anti-
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gen-spezifischer T-Zellen evident. Sie wird nicht zuletzt durch ein hohes Risiko für HCMV-

Erkrankungen (v.a. Retinitis und interstitielle Pneumonie) bei HIV-infizierten Patienten belegt, 

deren CD4+ T-Zell-Frequenzen 100/µl unterschreiten [11]. 

Eine weitere wichtige Frage ist, welche klinischen Implikationen die Immundominanz von IE-1 

bzw. pp65 hat. Patienten, bei denen die IE-1-Antworten dominierten (8 von 20 Patienten), schie-

nen besser vor HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung geschützt zu sein, als Patienten, die stär-

kere T-Zell-Reaktionen gegen pp65 hatten. Bei einem Grossteil dieser Patienten (5 von 8) wurde 

keinerlei Reaktivierung beobachtet. Drei von acht Patienten hatten lediglich Episoden symptom-

loser Reaktivierung. Obwohl dies bei der kleinen Fallzahl statistisch nicht signifikant war, er-

schien uns die Tendenz bemerkenswert. Eine mögliche Erklärung für diese Beobachtung wäre, 

dass IE-1 als immediate-early-Genprodukt in der sehr frühen Phase des Replikationszyklus 

exprimiert ist. Da die Halbwertszeit eines peptidbeladenen MHC-Klasse-I-Moleküls auf der 

Zelloberfläche ca. 6 h beträgt, müssten IE-1-spezifische T-Zellen ihre Zielzellen v.a. in der IE- 

und E-Phase des Replikationszyklus (der beim HCMV ca. 24 h dauert) erkennen und zerstören, 

also lange bevor infektiöses Virus produziert werden kann. Das Early-Phasen-Genprodukt pp65 

ist durch seine starke Präsenz in der Zelle (als häufigstes Tegument-Protein und Hauptbestandteil 

der „dense bodies“) möglicherweise tatsächlich immunogener als IE-1. Ob pp65 die Immunoge-

nität von IE-1 durch Phosphorylierung zu reduzieren vermag, ist vermutet, aber nie bestätigt 

worden [54]. Wenn T-Zellen pp65-Peptide erkennen, kommen sie aber möglicherweise „zu spät“ 

- infektiöses Virus ist schon gebildet oder sogar freigesetzt worden. Von diesem Standpunkt aus 

betrachtet erschiene die verschieden starke Immunogenität der Proteine durchaus plausibel: das 

Virus könnte sich eine hohe Immunogenität von pp65 gewissermassen leisten, würde sich aber 

„bemühen“, IE-1 dem Zugriff der T-Zellen möglichst effektiv zu entziehen. Dazu würde die Be-

obachtung passen, dass die T-Zellen der Patienten im Median deutlich weniger IE-1-Epitope er-

kannten, als dies bei pp65 der Fall war (in der untersuchten Patientengruppe betrug der Median 

der T-Zell-Epitope eines in IE-1 gegenüber drei in pp65). Die Anzahl der Epitope, die bisher 

insgesamt in IE-1 identifiziert worden sind, ist ebenfalls deutlich kleiner als bei pp65, obwohl die 

Primärstruktur von IE-1 nur um 15 % kürzer ist (vgl. Abb. 11 und 12, S.53-54 ). Hinzu kommt 

die Beobachtung, dass HCMV-seropositive Patienten, die nicht gegen pp65 mit einer T-Zell-

Antwort reagieren, seltener sind als dies für IE-1 der Fall ist (in der hier untersuchten Patienten-

gruppe 0 % gegenüber 25 %). Wenn die Beobachtung tatsächlich zutrifft, dass Patienten mit aus-

geprägten T-Zell-Antworten gegen IE-1 einen besseren Schutz vor HCMV-Erkrankung genies-

sen, gäbe es also einige Erklärungsansätze dafür. 
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Einige Patienten hatten weitaus stärkere CD4+ als CD8+ T-Zell-Antworten gegen pp65 (Pt-10, 

Pt-43). Welches Gewicht letztlich den beiden T-Zell-Subpopulationen jeweils bei der Kontrolle 

des Virus zukommt, ist beim Menschen bisher nicht ausreichend untersucht. Polic und Mitarbei-

ter haben diese Frage aber detailliert im MCMV-Modell studiert [86]. Sie konnten demonstrie-

ren, dass die immunologischen Funktionen MCMV-spezifischer CD4+ und CD8+ T-Zellen so-

wie von NK-Zellen hierarchisch und redundant organisiert sind. Eine MCMV-Reaktivierung war 

selten, wenn nur eine dieser Subpopulationen in den Versuchstieren depletiert wurde. Wurden 

NK-Zellen und eine weitere Subpopulation depletiert, erwiesen sich die CD8+ T-Zellen als weit-

aus effektiver in der Kontrolle des Virus als CD4+ T-Zellen. Auch wenn die CD4+ T-Zellen in 

der Lage waren, die Vermehrung einzuschränken, war in 100 % der Mäuse eine Virusreplikation 

nachweisbar. Bei CD4+ und NK-Zell-depletierten Tieren konnte dagegen nur in 25 % der Mäuse 

eine Reaktivierung beobachtet werden. Es ist wahrscheinlich, dass auch im Menschen den CD8+ 

T-Zellen die massgebliche Rolle in der Kontrolle der HCMV-Infektion zukommt, unterstützt von 

NK-Zellen und CD4+ T-Zellen. Komanduri und Mitarbeiter konnten eine Korrelation zwischen 

HCMV-Erkrankung und dem Verlust HCMV-spezifischer CD4+ T-Zellen im Zuge progressiver 

HIV-Infektion zeigen [11]. In zwei Anfang 2002 veröffentlichen Arbeiten wurde ein Immunmo-

nitoring von HCMV-spezifischen CD8+ T-Zellen bei KMT-Patienten vorgestellt [46, 47]. Beide 

Arbeiten zeigten eine starke Korrelation zwischen der Rekonstitution HCMV-spezifischer CD8+ 

T-Zellen und dem Schutz vor HCMV-Erkrankung. Dieses Ergebnis ist nicht allzu überraschend, 

wurde doch zuvor schon in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass die Erholung der CD8+ T-

Zellen insgesamt gut mit dem Schutz vor HCMV korreliert [5, 6]. Als wesentlicher Kritikpunkt 

an diesem Ansatz ist aber anzuführen, dass lediglich einzelne antigene Determinanten isoliert 

beobachtet wurden, nicht die gesamte T-Zell-Antwort. 

5.4.2. Resümé 

Zwei der drei in dieser Arbeit verfolgten Ziele wurden erreicht: die Schaffung der technischen 

Voraussetzungen, um aus einem Minimum an Material die T-Zell-Antwort gegen immundomi-

nante Proteine in Antworten gegen einzelne antigene Determinanten, und, wenn gewünscht, auch 

in Antworten einzelner Klone, aufzugliedern, sowie die Anwendung dieser Techniken bei im-

munsupprimierten Patienten mit dem Ziel, die T-Zell-Antwort gegen die beiden vielleicht wich-

tigsten T-Zell-Zielstrukturen in HCMV, IE-1 und pp65, zu untersuchen. Zusammenfassend las-

sen die Ergebnisse die Aussage zu, dass die T-Zell-Antwort gegen diese Zielstrukturen von über-

aus komplexer Natur ist. Das dritte Ziel, die Unterschiede zwischen den Patienten hinsichtlich 
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HCMV-Reaktivierung und -Erkrankung auf die beobachteten grossen Unterschiede in der T-Zell-

Antwort zurückzuführen, wurde nicht erreicht. Obwohl die Beobachtung eines möglichen Zu-

sammenhanges zwischen einer T-Zell-Antwort gegen IE-1 und Schutz vor HCMV-Reaktivierung 

interessant ist, wirft die unerwartet grosse Komplexität der gemachten Beobachtungen eine Reihe 

neuer Fragen auf, deren Beantwortung derzeit schwierig erscheint. 
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