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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Geflige von Effektor- und Regulations-
mechanismen. Es hat die Aufgabe, den Organismus vor pathogenen Mikroorganismen
wie Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten zu schiitzen sowie maligne korpereigene
Zellen zu entfernen, ohne dabei korpereigenes gesundes Gewebe zu schiddigen. Eine
zentrale Féhigkeit des Immunsystems ist es deshalb, zwischen korpereigenen Strukturen
und fremden Antigenen beziehungsweise zwischen ,,gefdhrlich® und ,,ungefahrlich® zu
unterscheiden.

Das Immunsystem hoéherer Vertebraten setzt sich aus einer Vielzahl mobiler und
sesshafter Zellen des hidmatopoetischen Systems, 16slichen Komponenten wie den
Immunglobulinen, den Bestandteilen des Komplementsystems und den Zytokinen sowie
den lymphatischen Organen und Geweben (Milz, Lymphknoten, Peyersche Plaques,
Tonsillen, Thymus und Knochenmark) zusammen. Man unterscheidet zwischen
angeborenen Abwehrmechanismen, die frith im Verlauf einer Infektion aktiviert werden
und nicht antigenspezifisch sind, und der erworbenen, spezifischen Immunabwehr, die

erst nach einer gewissen Latenzzeit in Kraft tritt (Ubersicht bei Janeway et al., 1999).

1.1.1 Angeborene Immunabwehr

Zu den unspezifischen Schutzmechanismen gehoren z.B. die Epithelien, die mechanische,
chemische und mikrobiologische Barrieren fiir Mikroorganismen darstellen. Wenn ein
Pathogen die epithelialen Barrieren itiberwunden hat, werden zunichst unspezifische
zelluldre und humorale Abwehrmechanismen wirksam. Zu den zelluliren Bestandteilen
des unspezifischen Immunsystems gehoren phagozytierende Zellen wie Makrophagen,
dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten sowie die natiirlichen Killerzellen (NK-
Zellen), die zytotoxische Aktivitét besitzen. Zu den humoralen Mechanismen z&hlen die
Aktivierung des Komplementsystems sowie die Freisetzung unspezifischer Mediatoren
wie Interferone und Interleukine. Eine zentrale Rolle bei der unspezifischen Abwehr
spielt die Entziindungsreaktion, bei der zellulire und humorale Komponenten der
Immunabwehr lokal am Ort der Infektion aktiv werden. Im Rahmen dieser

Entziindungsreaktion wird auch die spezifische Immunantwort eingeleitet, da
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phagozytierende Zellen das Bindeglied zwischen der unspezifischen und der adaptiven
Immunabwehr darstellen, indem sie als antigenpridsentierende Zellen (APZ) fiir die

adaptive Immunabwehr fungieren.

1.1.2 Adaptive Inmunabwehr

Das adaptive Immunsystem wird durch die B- und T-Lymphozyten gebildet. Beide gehen
aus den im Knochenmark vorhandenen pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen
hervor (Abramson et al., 1977, Lemischka et al., 1986). Die Differenzierung zu reifen
Lymphozyten findet in spezialisierten Geweben statt. B-Lymphozyten reifen im
Knochenmark, T-Lymphozyten im Thymus. Der iiberwiegende Anteil von B- und T-
Zellen ist in den lymphatischen Organen lokalisiert, wihrend ein geringer Prozentsatz in
Blut und Lymphe zirkuliert (Ubersicht bei Janeway et al., 1999). Innerhalb dieses
Systems vermitteln die B-Lymphozyten die humorale Immunitét, indem sie Antigen-
spezifische Immunglobuline sezernieren, wihrend die T-Lymphozyten regulatorische und
zellvermittelte Effektorfunktionen wahrnehmen.

T- und B-Lymphozyten erkennen Antigene iiber spezifische Rezeptoren auf ihrer
Zelloberfliche. Der B-Zell-Rezeptor besteht aus membranstindigen Immunglobulin-
Molekiilen. Durch Antigenkontakt wird die Differenzierung der B-Zelle zu einer
Immunglobulin-sezernierenden Plasmazelle eingeleitet. Fiir die Aktivierung bendtigt die
B-Zelle zusitzlich noch Unterstiitzung von antigenspezifischen T-Helfer-Zellen
(DeFranco, 1987). Im Rahmen der terminalen Differenzierung werden durch Selektion
und somatische Hypermutation Plasmazellen, die hochaffine Antikérper sezernieren,
sowie B-Gedédchtnis-Zellen generiert.

T-Zellen erkennen iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TCR) Peptide, die an MHC-Molekiile
(major histocompatibility complex) auf der antigenprésentierenden Zelle gebunden sind.
Der TCR besteht aus einem off-Dimer (eine kleine Subpopulation der T-Zellen tragt
einen y0-TCR) und ist mit dem so genannten CD3-Komplex eng assoziiert, der fiir die
Signaltransduktion durch den TCR verantwortlich ist (Ubersicht bei Weiss et al., 1994).
Desweiteren gehoren die Korezeptoren CD4 oder CD8 zum TCR-Komplex. Die
Korezeptoren binden die MHC-Molekiile auf der antigenprédsentierenden Zelle. Dabei
interagiert CD4 mit Molekiilen der MHC-Klasse II und CD8 mit Molekiilen der MHC-
Klasse 1. Ahnlich wie B-Zellen bendtigen T-Zellen zur Aktivierung neben dem

Antigenkontakt ein zweites, kostimulatorisches Signal. Dieses Signal wird von
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Mitgliedern der B7-Proteinfamilie iiber den Rezeptor CD28 auf der T-Zelle vermittelt
(Hathcock et al., 1994).

1.1.3 Grundlagen der T-Zell-Aktivierung

Naive T-Zellen zirkulieren durch Blut und Lymphe und passieren dabei regelmiBig Milz
und Lymphknoten. Kommt es zu einer Infektion, wandern Antigen-beladene APZ in Milz
und Lymphknoten ein. Wenn sie dort auf T-Zellen treffen, die einen spezifischen T-Zell-
Rezeptor fiir das Antigen tragen, kommt es zur Ausbildung der immunologischen
Synapse zwischen APZ und T-Zelle. Dies bezeichnet die Stelle des Zell-Zell-Kontakts, an
der es zur lokalen Anreicherung von TCR-Molekiilen, Adhésionsmolekiilen,
Costimulatoren und intrazelluldren Signalmolekiilen wie LCK und LAT kommt. Die
dadurch ausgelosten Signalkaskaden induzieren die Proliferation (klonale Expansion) und
Differenzierung in Effektor-T-Zellen.

CD4" T-Lymphozyten erkennen ihr Antigen im Komplex mit MHC-Klasse II-Molekiilen,
die fast ausschlieBlich auf professionellen antigenprisentierenden Zellen (APZ) wie
Monozyten/Makrophagen, B-Zellen und dendritischen Zellen exprimiert werden. MHC-
Klasse II-Molekiile binden Peptide einer Lange von 12 bis 24 Aminoséduren, die in der
Regel extrazelluldren Ursprungs sind und durch Prozessierung des durch Phagozytose
aufgenommenen Materials entstehen (Ubersicht bei Germain, 1994). Man unterteilt
aktivierte T-Helfer-Zellen nach dem Spektrum der von ihnen sezernierten Zytokine in
mindestens drei Subpopulationen (Tyl, Ty2, Ty3) (Mosmann et al., 1996). Auf die
Polarisierung aktivierter CD4" T-Zellen zu einem Tyl- oder Tu2-Phéanotyp hat das
umgebende Zytokinmilieu, das durch APZ geschaffen wird, einen entscheidenden
Einfluss. Tyl-Zellen, die durch die Produktion von IL-2, IFN-y sowie GM-CSF
gekennzeichnet sind, fithren durch die Aktivierung von Makrophagen zu ausgeprigten
Entziindungsreaktionen, die auch das Abtdten von intrazelluldren Erregern ermdglichen.
Tu2-Zellen sind durch die Freisetzung der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 charakterisiert
und aktivieren B-Zellen zur Produktion von Antikdrpern.

CD8" T-Zellen (CTL) konnen infizierte und maligne Korperzellen eliminieren. Sie
werden durch Zellen aktiviert, auf deren Oberfliche ein passendes antigenes Peptid im
Komplex mit MHC-Klasse I-Molekiilen prisentiert wird. MHC-Klasse I-Molekiile
werden auf nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert und prasentieren Peptide, die eine

Lénge von 8 bis 10 Aminosduren haben und in der Regel dem proteolytischen Abbau von
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Proteinen im Zytosol entstammen (Ubersicht bei Germain, 1994). Aktivierte CTL konnen
Zielzellen toten, indem sie Vesikel freisetzen, die lytische Enzyme wie Granzyme und
Perforin enthalten, oder sie induzieren die Apoptose der betreffenden Zelle iiber die
Interaktion des Fas-Liganden mit Fas auf der Oberfléiche der APZ (Ubersicht bei Squier et
al., 1994). Auf der anderen Seite sind CD8" T-Zellen eine wichtige Quelle von Zytokinen.
In Anlehnung an den Ty1/Ty2-Phinotyp der CD4" T-Zellen kann man auch bei CD8" T-
Zellen zwischen Zellen, die vorwiegend IFNy, und solchen, die vorwiegend IL-4, IL-5
und IL-10 sezernieren, unterscheiden (Ubersicht bei Henkart et al., 2004).

Die Phase der klonalen Expansion spezifischer T-Zellen und Differenzierung zu Effektor-
zellen wird gefolgt von einer Phase der Kontraktion der Effektor-Zellpopulation. Die
meisten  Effektor-T-Zellen erliegen dem aktivierungsinduzierten Zelltod. Die
Mechanismen dabei sind jedoch noch nicht vollstindig geklért. Negative Costimulatoren
wie CTLA-4 und PD-1 sowie die Rezeptoren Fas und TNFR konnten hierbei eine Rolle
spielen, aber auch das proinflammatorische Zytokin IFNy scheint wichtig fiir die Deletion

vor allem von CD8" T-Zellen zu sein (Ubersicht bei Sprent et al., 2002).

1.1.4 Regulatorische T-Zellen

Neben den Effektor-T-Zellen spielen regulatorische T-Zellen (Tre,) €ine wichtige Rolle
im Immunsystem. Sie begrenzen Effektor-T-Zellantworten und sind essentiell fiir die
Aufrechterhaltung der Selbst-Toleranz. Man unterscheidet zwei Subpopulationen:
natlirliche und induzierte Tgreg. Die so genannten natiirlichen Tre,, die im Thymus
entstehen, sind zentraler Bestandteil der peripheren Toleranz (Schwartz, 2005; Sakaguchi,
2005). Diese Zellen machen etwa 5-10% der CD4" T-Zellen aus. Zum anderen kommt es
auch im Verlauf von Infektionen zur Entstehung von induzierten Tres (Trl, T3 oder
CD8" Treg), die der Aktivierung der Effektor-T-Zellen entgegenwirken (Mills et al.,
2004). Regulatorische T-Zellen nutzen verschiedene kontaktabhingige und -unabhéngige
Effektormechanismen. Dazu gehoren die Rezeptoren CTLA-4 und GITR sowie die anti-
inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-3 (McHugh et al., 2002; Chen et al., 1998;
Fontenot et al., 2003). Ein spezifischer Marker fiir Tre ist der Transkriptionsfaktor Foxp3
(forkhead/winged helix transcription factor), der ein zentraler Regulator in der

Entstehung von Tge, ist (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003).
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1.1.5 Costimulation

Ein komplexes Gleichgewicht zwischen stimulatorischen und inhibitorischen Signalen
reguliert die Immunreaktion gegen Pathogene und die Erhaltung der Selbst-Toleranz. Die
Hauptregulatoren dieses Gleichgewichts sind die Mitglieder der B7 / CD28 - Familie, die
die Aktivierung, Inhibition und die Feinregulierung der T-Zellantwort steuern (Ubersicht
bei Greenwald et al., 2005).

Die Erkennung von Antigenen durch T-Zell-Rezeptoren fiihrt in Abwesenheit von
costimulatorischen Signalen zur Anergie der T-Zelle. Wird jedoch der auf T-Zellen
konstitutiv exprimierte Rezeptor CD28 durch CD80 und CD86 (B7-1/ B7-2) auf der APZ
stimuliert, kommt es zur Aktivierung der T-Zelle und Induktion von Effektorfunktionen.
Weitere Mitglieder der CD28-Familie sind ICOS, CTLA-4, PD-1 und BTLA (Abb. 1.1).
Die Expression dieser Costimulatoren wird infolge der T-Zellaktivierung induziert.
Wihrend ICOS ein weiterer aktivatorischer Costimulator ist, handelt es sich bei CTLA-4,

PD-1 und BTLA um negative Regulatoren.
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Abb. 1.1) Mitglieder der B7 - CD28-Familie
CD80 und CD86 binden an CD28 und sind die Haupt-Costimulatoren fiir naive T-Zellen.

Demgegeniiber fiihrt die Bindung an CTLA-4 auf Effektor-T-Zellen zu deren Abschaltung.
PD-L1 und PD-L2 vermitteln inhibitorische Signale iiber PD-1, jedoch wird die Existenz eines
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zweiten, stimulatorischen Rezeptors fiir PD-L1/2 postuliert. BTLA bindet den Liganden HVEM
und 16st ebenfalls inhibitorische Signale aus, wihrend ICOS nach Bindung seines Liganden
ICOSL stimulatorisch wirkt. CTLA-4 und PD-1 kdnnen hingegen bidirektional iiber ihre

Liganden auch inhibitorische oder stimulatorische Signale an APZ vermitteln.

CTLA-4 ist neben CD28 ein Rezeptor fiir CD80 und CD86 und reguliert die Abschaltung
aktivierter T-Zellen (Walunas et al., 1994; Krummel et al., 1995). Zudem wurde gezeigt,
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dass die CTLA-4/CD80/86 - Interaktion bidirektional verlaufen kann. CTLA-4 kann
tiber CD80/86 auch negative Signale in andere T-Zellen oder APZ vermitteln (Grohmann
et al., 2002). Dies ist einer der Mechanismen, liber die regulatorische T-Zellen wirken
konnen. Die Blockade der Interaktion zwischen CTLA-4 und CD80/86 mit spezifischen
monoklonalen Antikérpern gegen CTLA-4 bietet die Moglichkeit, in diese komplexe
negative Regulation der T-Zellaktivitit einzugreifen. In verschiedenen Studien wurde
gezeigt, dass die CTLA-4-Blockade eine tumorspezifische T-Zellantwort verstirken kann
(Leach et al., 1996; Hurwitz et al., 2000) und auch zu einer stirkeren T-Zellantwort nach

einer Immunisierung fiihrt (Gregor et al., 2004).

1.1.6 Memory-T-Zellen

Im Rahmen der primédren Aktivierung von Effektor-T-Zellen entstehen auch Memory-T-
Zellen, die zum Teil lebenslang persistieren und im Falle eines zweiten Antigenkontakts
eine schnellere Immunantwort ermdglichen.

Anhand der Expression von Oberflichenmarkern, ihrer anatomischen Verteilung und
threr immunologischen Funktion werden zwei Haupt-Populationen von Memory-T-Zellen
unterschieden (Ubersicht bei Sallusto et al., 2004). In der Maus sind alle Memory-T-
Zellen durch eine hohe Expression des Hyaluronsdurerezeptors CD44 gekennzeichnet
(Pihlgren et al., 1996). Die so genannten zentralen Memory-T-Zellen (Tcy) tragen zudem
die Rezeptoren CD62L und CCR7 auf der Oberfliache, was ihnen die Zirkulation durch
lymphoide Organe ermdglicht, wohingegen den Effektor-Memory-T-Zellen (Tgm) diese
Rezeptoren fehlen. CD62L (L-Selectin) ist ein Homing-Rezeptor auf T-Zellen, der die
Liganden CD34, GlyCAM u.a. auf Endothelien erkennt, und somit den Eintritt der T-
Zelle in den Lymphknoten vermittelt (Rosen, 2004). CCR7 ist ein Chemokin-Rezeptor,
der den Liganden SLC bindet und ebenfalls beim Eintritt der T-Zellen in die
Lymphknoten und in die PALS-Region (periarteriolar lymphoid sheath) der Milz eine
Rolle spielt (Potsch et al., 1999). Tgm exprimieren hingegen spezielle Integrine und
Chemokin-Rezeptoren, die ihnen den Eintritt in nichtlymphoide Gewebe wie Leber und
Lunge ermoglichen. Neben der unterschiedlichen Expression von Oberflichenmolekiilen
zeigen Teyv und Tgyv auch unterschiedliche Funktionen. Tgy dhneln aktivierten Effektor-
T-Zellen, sie produzieren konstitutiv Zytokine, haben zytotoxische Aktivitdt und kénnen

sofort nach Antigenkontakt Effektorfunktionen ausiiben. Demgegeniiber befinden sich
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Tewm in einem Zustand dhnlich ruhenden T-Zellen, sie konnen jedoch nach Antigenkontakt
sehr schnell proliferieren und zu Effektor-T-Zellen differenzieren.

Die Zahl der Memory-Zellen bleibt langfristig stabil, obwohl Memory-T-Zellen eine
stirkere Proliferationsrate als naive T-Zellen aufweisen. Wahrscheinlich existiert ein
genau reguliertes Gleichgewicht aus Zelltod und Proliferation. Fiir CD8" Memory-T-
Zellen wurde beispielsweise gezeigt, dass IL-15 und IL-7 eine TCR-unabhéngige so
genannte Bystander-Proliferation induzieren, der wiederum proapoptotische Signale

entgegenwirken (Tan et al., 2002; McNally et al., 2001).

1.2 Malaria

Die Malaria ist eine durch Plasmodien verursachte Protozoeninfektion. Die natiirliche
Ubertragung von Mensch zu Mensch erfolgt iiber weibliche Stechmiicken der Gattung
Anopheles. Die geographische Verbreitung korreliert mit der Verbreitung von als
Ubertriger geeigneten Anopheles-Arten. Ein sehr hohes Malariarisiko besteht im
tropischen Afrika, ein hohes bis mittleres Risiko in Siidostasien und Teilen Mittel- und
Stidamerikas. Nach Schitzungen der WHO treten jdhrlich etwa 300 Millionen klinische
Fiélle auf (WHO, 1999). Etwa 1,5 Millionen Menschen versterben jdhrlich infolge der

Erkrankung, die meisten davon sind Kinder im Alter unter fiinf Jahren.

1.2.1 Erreger der Malaria

Die Erreger der Malaria sind Protozoen der Gattung Plasmodium. Es gibt vier
humanpathogene Plasmodienarten, die sich morphologisch sowie im Verlauf der Malaria-
Erkrankung unterscheiden (Ubersicht bei Lang et al., 2000). Plasmodium falciparum, der
Erreger der Malaria tropica, ist der héufigste und gefdhrlichste Malariaparasit. Die
Malaria tropica ist die einzige Malariaform, die tddlich verlaufen kann. P. vivax und
P. ovale sind die Erreger der Malaria tertiana, P. malariae verursacht die Malaria
quartana.

Die Inkubationszeit nach der Ubertragung der infektidsen Sporozoiten betriigt 8 bis 15
Tage, im Anschluss daran kommt es zum so genannten Malariaanfall, der von hohem
Fieber begleitet wird. Dieser periodische Anfall ist bei allen Formen der Malaria das
Hauptsymptom und steht im Zusammenhang mit der Freisetzung von Merozoiten aus

parasitierten Erythrozyten (sieche Abschnitt 1.2.2). Er tritt bei der Malaria tertiana und bei
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der Malaria quartana alle 48 bzw. 72 Stunden auf, wihrend im Fall der Malaria tropica
die Fieberanfille hdufig asynchron sind. Desweiteren kommt es im Verlauf der Infektion
zu Vergroflerungen von Milz und Leber. Die Infektionen mit P. vivax, P. malariae und
P. ovale haben hiufig keine weiteren besonderen pathologischen Merkmale. Eine
P. falciparum-Infektion kann jedoch schnell zu einer schweren, lebensbedrohlichen
Malaria fortschreiten. Dabei ist die zerebrale Malaria einer der schwerwiegendsten
pathologischen Prozesse. Charakteristisch dafiir sind ddematdse Strukturen im Bereich
der Meningen und der Hirnrinde sowie extensive Verstopfungen der Kapillaren durch
parasitierte Erythrozyten mit ringférmigen Blutungen rund um die verstopften Gefél3e.
Infolge der Verdnderungen im Gehirn kann es zu Bewusstseinsstorungen bis hin zum
Koma kommen. Eine weitere hdufige Komplikation bei P. falciparum Infektionen ist das
Auftreten einer schweren Andmie durch direkte Schadigung der Erythrozyten sowie
durch eine gestorte Erythropoiese. Andere hdufige Komplikationen sind das akute
Nierenversagen sowie das Auftreten von Lungenddemen.

Zur Untersuchung der Immunologie der Malaria-Infektion stehen verschiedene
Plasmodien-Spezies zur Verfiigung, die pathogen fiir Nagetiere sind. Diese Mausmodelle
bieten eine gute Moglichkeit, um die Pathogenese oder die Immunantwort im Verlauf der
Erkrankung zu untersuchen (Ubersicht bei Li et al., 2002). Einige Spezies wie
P. chabaudi adami verursachen nicht lethale Infektionen, wobei die Parasiten nach
Abklingen der akuten Parasitimie entweder vollstindig eliminiert sind oder schwéichere
Riickfélle verursachen. Andere Spezies wie P. berghei fithren generell zu lethalen
Infektionen und eignen sich deshalb besonders fiir die Erprobung von Impfstoffen. Die
P. berghei-Infektion dient auBerdem als Modell zur Untersuchung der zerebralen Malaria.
Weitere Plasmodien-Spezies wie P. yoelii oder P.chabaudi chabaudi verursachen
Malaria-Erkrankungen, die je nach Plasmodien- und verwendetem Maus-Stamm lethal

oder nicht lethal verlaufen.

1.2.2 Lebenszyklus der Plasmodien

Der Lebenszyklus der humanpathogenen Plasmodien verlduft als sexueller Zyklus
(Sporogonie) in der Anopheles-Miicke und als asexueller Zyklus (Schizogonie) im
Menschen (Ubersicht bei Good et al., 1999). In der Abbildung 1.2 ist der Zyklus

schematisch dargestellt.
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ADbb. 1.2) Lebenszyklus der Plasmodien

In der Anopheles-Miicke vollzieht sich der sexuelle Zyklus (Sporogonie) der Plasmodien. Im
Magen der Miicke kommt es zur Vereinigung der mannlichen und weiblichen Gameten. Diese
entwickeln sich zu Ookineten, die die Magenzellen durchdringen und zu Oozysten ausreifen.
Diese setzen Sporozoiten frei, die in die Speicheldriisen gelangen und mit dem Speichel der
Miicke bei einem Biss in das menschliche Blut {ibertragen werden. Im Menschen vollzieht sich
der asexuelle Zyklus (Schizogonie). Die Sporozoiten dringen innerhalb kiirzester Zeit in die
Leberzellen ein und entwickeln sich dort zu Schizonten, die je bis zu 30000 Merozoiten
freisetzen. Diese befallen die Erythrozyten im peripheren Blut. In den Erythrozyten bilden sich
Ringformen aus, die sich zu Schizonten entwickeln und schlieBlich bis zu 30 neue Merozoiten
freisetzen. Einige Merozoiten entwickeln sich zu ménnlichen und weiblichen Gametozyten, die

bei einem erneuten Biss wieder in den Magen der Miicke gelangen.

In der Miicke vollzieht sich die Vereinigung der ménnlichen und weiblichen
Gametozyten. Dieser Prozess findet im Magen der Miicke statt. Nach der Befruchtung
entwickeln sich die Gameten zu Zygoten und schlieBlich zu den beweglichen Ookineten,
die nach Durchdringung der Magenzellen zu Oozysten werden. Diese setzen Sporozoiten
frei, die in die Speicheldriisen der Miicke gelangen und von dort bei einem Stich mit dem
Speichel in das menschliche Blut iibertragen werden. Dieser Zyklus in der Anopheles
dauert je nach AuBBentemperatur 8 bis 16 Tage und findet unter 15°C nicht mehr statt.

Die in die menschliche Blutbahn gelangten Sporozoiten dringen innerhalb weniger
Minuten in die Leberzellen ein. Wahrscheinlich spielt das Haupt-Oberflichenantigen der
Sporozoiten, das Circumsporozoiten-Protein (CSP), eine entscheidende Rolle beim Befall
der Hepatozyten, indem es spezifisch Heparansulfat auf den Leberzellen bindet

(Chatterjee et al., 1995; Ancsin et al., 2004).
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Die in die Hepatozyten gelangten Sporozoiten entwickeln sich zu Schizonten, die
schlieBlich nach 7 bis 9 Tagen bis zu 30000 Merozoiten pro parasitierter Zelle freisetzen.
Diese gelangen in das periphere Blut und infizieren dort die Erythrozyten. Nach Befall
der Erythrozyten entwickeln sich die Merozoiten zu Ringformen, die zu amoboiden
Trophozoiten heranwachsen und schlieBlich zu erythrozytdren Schizonten ausreifen.
Diese setzen 10 bis 30 Merozoiten frei, die erneut Erythrozyten befallen. Eine geringe
Zahl der Merozoiten entwickelt sich zu Geschlechtsformen, den minnlichen und
weiblichen Gametozyten. Werden diese beim Stich der Anopheles aufgenommen, beginnt

in der Miicke der sexuelle Zyklus von vorn.

1.2.3 Pathogenese der P. falciparum-Infektion

Die Pathologie der Malaria ist mit dem erythrozytdren Zyklus der Infektion assoziiert. Die
Schwere der Infektion wird von vielen Faktoren beeinflusst wie Alter, vorangegangene
Malaria-Infektionen, Koinfektionen mit anderen Pathogenen usw. Ein wichtiger Faktor
bei der Ausbildung pathologischer Symptome ist die Freisetzung grofer Mengen
proinflammatorischer Zytokine (Ubersicht bei Clark et al., 2004). So werden bei der
Zerstorung der parasitierten Erythrozyten so genannte Malaria-Toxine und Antigene
freigesetzt, die eine vermehrte endogene Synthese von proinflammatorischen Zytokinen
in  pathologischen = Mengen hervorrufen. Wéhrend geringe Mengen von
proinflammatorischen Zytokinen und Mediatoren einen protektiven, d.h. antiparasitiren
Effekt haben, ist die Uberproduktion dieser Zytokine ursichlich an der Pathologie der
Malaria-Infektion beteiligt. So fiihren zu hohe Konzentrationen an TNF-o, Lymphotoxin,
[FN-y, IL-1 und IL-6 zu Fieber, komatosen Bewusstseinsstorungen, einer abnormen
Erythropoiese und einer erhohten Zytoadhdrenz (Riley et al., 1991; Lang et al., 2000). Die
starke Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) fiihrt zu hohen lokalen
Stickstoffmonoxid (NO) -Konzentrationen im Gewebe und wird unter anderem mit der
Entstehung zerebraler Symptome und mit immunsuppressiven Effekten im Verlauf der
Erkrankung in Verbindung gebracht (Clark et al., 1992; Rockett et al., 1994).
Andererseits ist eine hohe systemische NO-Konzentration im Serum héufig mit
asymptomatischen Plasmodium-Infektionen assoziiert (Anstey et al., 1996).

Eine besondere Rolle bei der Pathogenese der Malaria scheint das Glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI) zu spielen. Es wurde gezeigt, dass GPI von P. falciparum in

Makrophagen die Produktion von TNF-a und anderen proinflammatorischen Zytokinen
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wie IL-1 sowie die Synthese der iNOS stimulieren kann (Schofield et al., 1993). Der
Effekt des GPI beruht auf der Aktivierung von Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie
und der Protein-Kinase C-¢, die Transkriptionsfaktoren der c-rel-Familie und NF-kB
aktivieren. Diese induzieren die Expression von TNF-o, IL-1 und iNOS sowie von
Adhisionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1 (Tachado et al., 1997).

Die intrazelluliren Parasiten induzieren in den Erythrozyten morphologische und
biochemische Anderungen, die eine verstirkte Zytoadhirenz der Zellen zur Folge haben
(Ubersicht bei Cooke et al., 2001). Die Zusammenballung von parasitierten Erythrozyten
und deren Sequestration am Endothel von Kapillaren und Venolen fiihrt zu
Mikrozirkulationsstorungen und tragt dazu bei, dass parasitierte Erythrozyten nicht in der
Milz eliminiert werden konnen. Entgegen fritherer Theorien ist die Sequestration aber
wohl nicht die Ursache fiir zerebrale Symptome, die eher der lokalen Inflammation und
metabolischem Stress wie Azidose und Hypoglykdmie zugeschrieben werden (Miller et
al., 2002). Zudem wurde gezeigt, dass P. falciparum-infizierte Erythrozyten die Funktion
von dendritischen Zellen beeinflussen und auf diesem Wege direkt die Immunantwort

modulieren konnen (Urban et al., 1999).

1.2.4 Immunologie der erworbenen Immunitiit gegen Malaria

Individuen, die in endemischen Gebieten wiederholt Malaria-Infektionen ausgesetzt sind,
entwickeln langsam eine Immunitét. Diese ist allerdings nicht steril, sondern fiihrt zu sehr
geringen Parasitimien ohne Krankheitserscheinungen. Der Erhalt dieser Immunitét ist auf
regelmifBige Neuinfektionen angewiesen (Lang et al., 2000).

Neugeborene in endemischen Gebieten sind zunéchst relativ immun gegen eine Malaria-
Infektion. Die schiitzenden Faktoren (wie z.B. maternale Antikorper oder das fetale
Hamoglobin) lassen nach drei bis sechs Monaten nach. Im Anschluss daran tragen die
Kinder ein sehr hohes Risiko, an einer schweren Malaria zu erkranken. Das Risiko sinkt
anschlieBend wieder wiéhrend der spdten Kindheit und Jugend, bis eine klinische
Immunitét erreicht ist (Riley, 1999). Vermutlich wird diese Immunitét in zwei Stufen
aufgebaut. Zuerst werden Mechanismen entwickelt, die die pyrogenen Effekte der
Malaria-Toxine neutralisieren (klinische Immunitit), bevor schlieBlich direkte
antiparasitdire Mechanismen entstehen (antiparasitire Immunitdt). Die klinische
Immunitét beruht zundchst darauf, dass Antikorper gegen losliche Malaria-Antigene und

Toxine gebildet werden, die die ibermdBige Aktivierung von T-Zellen und Makrophagen
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verhindern. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass hohe Titer an anti-GPI-
Antikorpern mit der klinischen Immunitit gegen Malaria assoziiert sind (Naik et al.,
2000). Zudem wird vermutlich die Tyl-Antwort mit ihrer starken IFN-y-Produktion zu
einer liberwiegend anti-inflammatorischen Antwort umgeschaltet. Es wurde beobachtet,
dass die Ausbildung der klinischen Immunitdt mit einer verringerten IFN-y-Produktion
nach Stimulation mit Malaria-Antigen einhergeht (Chizzolini et al., 1990). Im murinen
Modell wurde gezeigt, dass die Induktion anti-inflammatorischer Zytokine wie TGF-3

mit einer verringerten Pathologie der Malaria assoziiert ist (Omer et al., 1998).

1.2.5 Vakzinierung gegen Malaria

Ein grofles Problem bei der Behandlung der Malaria ist die zunehmende Verbreitung von
resistenten Plasmodien-Stimmen. Nach Angaben der WHO treten bereits in iiber 80
Liandern Plasmodien-Stimme auf, die resistent gegen das bedeutendste Malaria-
Medikament Chloroquin sind (WHO, 1999). Vor allem im tropischen Afrika {iberwiegen
die resistenten Stdmme bei weitem. Dazu kommt das Problem, dass die Anopheles-
Miicken als Ubertriiger der Plasmodien zunechmend resistent gegen die gebriuchlichsten
Insektizide werden. Deshalb ist die Entwicklung eines Impfstoffes ein wichtiges Ziel der
Malaria-Forschung. Mit der Entwicklung eines Impfstoffs gegen Malaria sind aber
vielfdltige Probleme verbunden. Es gibt innerhalb des Leber- und des Blutzyklus
verschiedene Ziele fiir humorale und zellulire Immunabwehrmechanismen: die freien
Sporozoiten, infizierte Hepatozyten, freie Merozoiten und parasitierte Erythrozyten. Aus
diesem Grunde existiert eine Vielzahl von Antigenen, gegen die sich eine potenzielle
Immunabwehr richten konnte. Diese sind iiberwiegend hoch polymorph oder treten als
antigene Varianten in Multigenfamilien auf. So existieren z.B. etwa 50 variante Kopien
des PfEMP-1 (P. falciparum erythrocyte membrane protein) im P. falciparum-Genom
(Smith et al., 1995).

Das Leber-Stadium ist das Ziel vieler Vakzinierungsstrategien, da auf diesem Wege die
Entwicklung des erythrozytdaren Zyklus und der damit assoziierten Pathologie verhindert
werden konnte (Ubersicht bei Oliveira-Ferreira et al., 2001). Bei Miusen, Affen und
Menschen wurde gezeigt, dass eine Immunisierung mit Sporozoiten, die durch Rontgen-
oder y-Strahlung attenuiert worden waren, eine sterile Immunitit gegen eine Plasmodien-
Infektion hervorruft (Nussenzweig et al., 1967 und 1970, Clyde et al., 1973). Die

Induktion dieser Immunitdt ist von der Fihigkeit der Sporozoiten abhéngig, Hepatozyten
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zu infizieren. Das bedeutet, dass die intrazelluldren Parasiten das Hauptziel der
Immunantwort gegen das Leber-Stadium sind. Zwar konnen spezifische Antikorper gegen
das Circumsporozoiten-Protein (CSP) in vitro die Invasion von Hepatozyten durch P.
falciparum-Sporozoiten verhindern (Chatterjee et al., 1995). Allerdings liegen in vivo die
Sporozoiten nur etwa 30 Minuten extrazelluldr vor, so dass es unwahrscheinlich ist, dass
Antikorper allein einen Schutz gegen eine Sporozoiten-Infektion vermitteln kdnnen. In
verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Immunitit gegen das
praerythrozytire Stadium nach Immunisierung mit attenuierten Sporozoiten primér von
CDS8" T-Zellen vermittelt wird. So ist die schiitzende Immunitit nach einer Depletion der
CDS8" T-Zellen in vivo drastisch reduziert (Schofield et al., 1987), und durch den Transfer
von murinen CSP-spezifischen CD8" T-Zellklonen kann der Schutz auf nicht-
immunisierte Méuse iibertragen werden (Romero et al., 1989). Allerdings scheint dabei
nicht die zytotoxische Aktivitdt entscheidend zu sein, sondern die Produktion von IFN-y
und die Induktion von NO (Schofield et al., 1987, Doolan et al., 1996), da gezeigt wurde,
dass der protektive Effekt der CD8" T-Zellen von Perforin und Fas/Fas-Ligand-
Interaktion unabhéngig ist (Renggli et al., 1997). Die Immunisierung mit attenuierten
Sporozoiten scheint also primiar CD8" T-Zellen zu aktivieren, die iiber IFN-y- und NO-
vermittelte Mechanismen Parasiten eliminieren kdnnen.

Viele Vakzinierungsstrategien richten sich gegen das Blutstadium der Malaria, da mit
diesem Stadium die Pathologie der Infektion assoziiert ist. Allerdings ist die Entstehung
einer Immunantwort gegen den erythrozytiren Zyklus weniger gut verstanden als die
Immunologie des Leberstadiums. In diesem Stadium scheinen vor allem Antikorper und

auch CD4" T-Zellen eine Rolle zu spielen (Ubersicht bei Good M.F., 2001).

1.3 B. pertussis Adenylatcyclase als Antigentriger

Bordetella pertussis ist ein gram-negatives Bakterium, das die Atemwege befillt und den
so genannten Keuchhusten hervorruft. Eines der verschiedenen Toxine, die von
B. pertussis sezerniert werden, ist die Adenylatcyclase ACT. Dabei handelt es sich um
einen essentiellen Virulenzfaktor der Bakterien, der dazu dient, sich der Immunabwehr
des Wirtes zu entziehen. ACT hat lytische und zytotoxische Aktivitdt, induziert Apoptose
in Makrophagen, inhibiert deren Phagozytose und interferiert mit chemotaktischen
Prozessen (Ladant et al., 1999). Das Molekiil ist aus drei funktionellen Dominen

aufgebaut, einer N-terminalen katalytischen Doméne, einer porenbildenden und einer
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Calcium-bindenden Doméne. Diese wird durch etliche Nonapeptid-Wiederholungen
gebildet, die charakteristisch fiir die Mitglieder der RTX (repeats in toxin)-Proteinfamilie
sind (Rose et al., 1995).

Insertion

Translokation

Zytosol

Abb. 1.3) Bordetella pertussis Adenylatcyclase (ACT)

Die Adenylatcyclase aus B. pertussis besitzt drei funktionelle Doménen. N-terminal befindet
sich eine katalytische Doméne, die die Umwandlung von ATP in cAMP katalysiert.
Desweiteren besitzt das Molekiil eine porenbildende und eine Calcium-bindende Doméne. Nach
Insertion der o-helikalen Strukturen der porenbildenden Doméne in die eukaryotische Membran
kommt es zur Translokation der katalytischen Doméne (AC) in das Zytosol der Zelle.

(modifiziert nach P. Sebo)

ACT bindet an eukaryotische Zellen und transloziert seine katalytische Domine ins
Zytosol der Wirtszelle, wo sie nach Aktivierung durch endogenes Calmodulin die
Bildung von cAMP aus ATP katalysiert (Confer et al., 1982; Ladant et al., 1999). In
Abb. 1.3 ist die Translokation schematisch dargestellt. Die Akkumulation von cAMP im
Zytosol der Wirtszellen ist ursidchlich fiir die toxische Wirkung des Molekiils (Gray et al.,
1998). Obwohl ACT in eine Vielzahl verschiedener eukaryotischer Zellen eindringen
kann, findet auch eine spezifische hochaffine Bindung an Zellen, die das owf3,-Integrin
CDI11b/CD18 auf der Oberfldche tragen, statt, wie z.B. Makrophagen, Neutrophile, NK-
Zellen und dendritische Zellen. Aufgrund dieser Translokation der katalytischen Doméne
in das Zytosol eukaryotischer Zellen, speziell CD11b/CD18" antigenprisentierender
Zellen, kann ACT als Antigentriger genutzt werden. Anhand verschiedener ACT-
Fusionsmolekiile, die Epitope von Modellantigenen innerhalb der katalytischen Doméne
enthielten, wurde gezeigt, dass ACT in der Lage ist, sowohl CD8- als auch CD4-Epitope
effizient in den jeweiligen Antigenprédsentationsweg einzuschleusen (Fayolle et al., 1996;

Schlecht et al., 2004).
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1.4 Salmonella typhimurium als Antigentrager

Salmonellen sind gram-negative, fakultativ intrazelluldre Bakterien. Eine Infektion mit
Salmonella enterica serovar Typhimurium verursacht beim Menschen eine Gastroenteritis
und in der Maus eine Typhus-dhnliche Erkrankung.

Nach der oralen Infektion mit Salmonella durchdringen die Bakterien zuerst das
gastrointestinale Epithelium, indem sie Enterozyten und die M-Zellen der Peyerschen
Plaques infizieren (Jones et al., 1994). Dabei nutzen sie ihre Féhigkeit, in nicht-
phagozytierende Zellen einzudringen, indem sie ihre Aufnahme in ein phagosomales
Kompartiment induzieren. Zudem ldsen die Salmonellen eine lokale Inflammation aus.
Fiir ihre Vermehrung und systemische Ausbreitung nutzen die Salmonellen vor allem
Makrophagen. Um dort im Phagosom {iberleben zu konnen, miissen sie ihre Wirtszelle
modulieren. So findet z.B. keine Fusion des Phagosoms mit Lysosomen statt (Buchmeier
et al., 1991). Die fiir die Invasion und systemische Ausbreitung essentiellen Faktoren sind
in den Genclustern SPI1 und SPI2 (Salmonella pathogenicity islands) codiert (Galan,
1996; Shea et al., 1996).

1.4.1 Der Typ III — Sekretionsapparat

Der Typ IlI-Sekretionsapparat ist ein grundlegender Virulenzmechanismus vieler gram-
negativer Bakterien wie Salmonellen, Yersinien, Shigellen u.a.. Verwandte Systeme
findet man auch in Pflanzenpathogenen. Der Typ IlI-Sekretionsapparat besteht
iiblicherweise aus mehr als 20 Proteinen und dient der kontaktabhéngigen Translokation
von bakteriellen Effektorproteinen in eukaryotische Wirtszellen. Die translozierten
bakteriellen Proteine beeinflussen die Signaltransduktion, die Zytokinsynthese, das
Zytoskelett und die Membran der infizierten Zellen (Ubersicht bei Cornelis et al., 2000).
Salmonellen besitzen zwei unabhingige Typ IlI-Sekretionsapparate, die in den
Genclustern SPI1 und SPI2 codiert sind. Der SPI1-codierte Sekretionsapparat dient der
Invasion in eukaryotische Zellen, der SPI2-codierte Sekretionsapparat ist fiir das
Uberleben der Bakterien in Makrophagen essentiell (Ubersicht bei Hansen-Wester et al.,
2001). In Abb. 1.4 ist der SPI1-codierte Typ III-Sekretionsapparat von S. typhimurium
schematisch dargestellt.

Die Bildung des Typ III-Sekretionsapparats bedarf der koordinierten Expression,
Sekretion und Assoziation von mehr als 20 Proteinen (Ubersicht bei Kimbrough et al.,

2002). Etwa zehn verschiedene Membranproteine bilden einen zylindrischen
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Kernkomplex, der die innere und dullere bakterielle Membran durchspannt. Durch diesen
Komplex werden weitere Proteine exportiert, die den so genannten needle complex
bilden, der 60 bis 80 nm lang und elektronenmikrokopisch sichtbar ist (Kubori et al.,
1998). SchlieBlich vervollstindigt der Export der Translocon-Proteine, die mit der

eukaryotischen Membran assoziieren konnen, den Sekretionsapparat.

Eukaryotische Zelle

—— Modulation des Aktin-Zytoskeletts
— Modulation der Signaltransduktion

Translocon

<«—— needle complex

Kontakt —m@8 ——>

SopE u.a.

bakterielle Effektorproteine: SptP SipA Bakterium

ADbb. 1.4) Der Typ III — Sekretionsapparat von Salmonella typhimurium

Der im Gencluster SPI1 codierte Typ III-Sekretionsapparat von S. #yphimurium dient der
kontaktabhéngigen Translokation von bakteriellen Effektorproteinen in das Zytosol
eukaryotischer Wirtszellen. Er besteht aus iiber 20 Proteinen. Der Kernkomplex, der die innere
und duflere Membran durchspannt, verankert den so genannten needle complex in der
bakteriellen Membran. Die Proteine des Translocons assoziieren schlieBlich mit der
eukaryotischen Membran. Durch den Sekretionsapparat werden verschiedene Effektorproteine
transloziert, die hauptsiachlich das Aktin-Zytoskelett und die intrazelluldre Signaltransduktion

beeinflussen.

Die translozierten Effektorproteine lassen sich iiberwiegend in zwei Gruppen unterteilen
(Ubersicht bei Cornelis et al., 2000). Zu den Proteinen, die das Aktin-Zytoskelett
modulieren, gehoren u.a. die Aktin-bindenden Proteine SipA und C, die die
Macropinozytose und damit die Aufnahme der Salmonellen in nicht-phagozytierende
Zellen induzieren. Der Nukleotidaustauschfaktor SopE und der GTPase-Aktivator SptP
beeinflussen ebenfalls das Aktin-Zytoskelett {iber die kleinen G-Proteine Rac-1 und
Cdc42. Andere Effektorproteine, wie z.B. SipB, modulieren hingegen die
Signaltransduktion in der Wirtszelle, was zur Sekretion von proinflammatorischen

Zytokinen wie IL-1 und IL-8 oder Induktion der Apoptose in Makrophagen fiihrt.
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Alle Typ IlI-Effektorproteine besitzen ein N-terminales Sekretionssignal, das ihre
Sekretion und Translokation in die eukaryotische Zelle vermittelt, allerdings gibt es keine
einheitliche, klassische Signalsequenz. Die meisten Effektorproteine sind mit spezifischen
Chaperonen assoziiert, deren Funktion sowohl die Stabilisierung des Proteins als auch die

Steuerung der Translokation beinhaltet.

1.4.2 Einsatz von S. typhimurium SB824 als Antigentriger

Der Typ IlI-Sekretionsapparat kann genutzt werden, um Antigene in das Zytosol
eukaryotischer Zellen zu translozieren und MHC I-restringierte T-Zellantworten zu
induzieren. Der Finsatz des Typ IlI-Sekretionsapparats von S. typhimurium als
Antigentransporter wurde bereits beschrieben. Dabei wurden Salmonellen konstruiert, die
ein Fusionsmolekiil aus dem Effektorprotein SptP und einem Influenza-Epitop
exprimierten und so eine spezifische CTL-Antwort induzierten (Riissmann et al., 1998).
Der Typ III-Sekretionsapparat von Yersinia enterocolitica wurde ebenfalls als Antigen-
transporter genutzt, indem heterologe Antigene als Fusionsmolekill mit dem
Effektormolekiil YopE exprimiert wurden (Chaux et al., 1999). YopE ist eines der am
besten charakterisierten Typ III-Effektorproteine, dessen Signalsequenzen fiir die
Sekretion bzw. Translokation bekannt sind. Die minimale Sequenz fiir Sekretion und
Tranlokation von YopE ist N-terminal lokalisiert und wurde auf die ersten 50
Aminosduren eingegrenzt (Sory et al., 1995), so dass sich aus der Translokations-Doméne
von YopE und beliebigen Antigenen Fusionsproteine konstruieren lassen. Aufgrund der
groBBen Homologie der Typ III-Sekretionsapparate von Yersinien und Salmonellen kann
das Yersinien-Protein YopE auch von Salmonellen in eukaryotische Zellen transloziert
werden (Rosquist et al., 1995). Die Verwendung von YopE als Trager-Molekiil fiir die
Typ Ill-abhingige Translokation von heterologen CD8" T-Zell-Antigenen durch
Salmonellen fiihrt zur Induktion spezifischer CTL-Antworten in immunisierten Mausen
(Riissmann et al., 2001; Igwe et al., 2002).

Es stehen verschiedene attenuierte Salmonellen-Stimme zur Verfligung, die fiir
Vakzinierungen genutzt werden konnen. Der hier verwendete Stamm S. typhimurium
SB824 ist eine aroA-Mutante (Riissmann et al., 1998). Aufgrund eines fehlenden Enzyms
sind diese Salmonellen auxotroph fiir die aromatischen Verbindungen p-Aminobenzoat
und 2,3-Dihydroxybenzoat. Da diese Verbindungen im Gewebe von Sdugern nicht
vorkommen, sind die Salmonellen in ihrer Fahigkeit, im Gewebe zu persistieren, stark

beeintrichtigt.
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1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Durch Immunisierungen mit attenuierten Sporozoiten wurde gezeigt, dass eine zellulére
Immunantwort gegen das Haupt-Oberflichenprotein der  Sporozoiten, das
Circumsporozoiten-Protein (CSP), einen Schutz gegen eine Malaria-Infektion vermittelt
(Schofield et al., 1987; Romero et al., 1989). Um eine zellulire Immunantwort zu
induzieren, ist es erforderlich, das Antigen in das zytosolische Kompartiment von APZ zu
transportieren, damit es auf MHC I-Molekiilen présentiert werden kann. Mit Hilfe
verschiedener Strategien wie DNA-Vakzinierung oder dem Einsatz viraler Antigentriager
wurde versucht, eine solche CSP-spezifische Immunantwort zu erzeugen, jedoch war die
Effizienz dieser Immunisierungen im Allgemeinen nicht ausreichend. Als Erfolg
versprechend haben sich vor allem heterologe prime/boost-Immunisierungen erwiesen,
d.h. Immunisierungen, bei denen mit verschiedenen Antigentrigersystemen gegen
dasselbe Antigen immunisiert wird (Schneider et al., 1998; Gilbert et al., 2002).

In dieser Arbeit sollte am Modell der Plasmodium berghei-Infektion die Effizienz zweier
neuer Antigentriger untersucht werden. Zum einen sollten rekombinante Salmonellen als
bakterielle Antigentrager hergestellt werden, die das CDS8-Epitop von CSP iiber ihren
Typ 11I-Sekretionsapparat in das MHC I-Kompartiment einschleusen. Zum anderen sollte
die Adenylatcyclase (ACT) von B. pertussis als Trager fiir das CSP-Epitop genutzt
werden.

Im Rahmen der Arbeit sollten beide Antigentrdgersysteme in vitro und in vivo
charakterisiert werden. Zunéchst sollte in vitro nachgewiesen werden, ob es zu einer
Translokation des Antigens in eukaryotische Zellen und zur Prédsentation auf MHC I-
Molekiilen kommt. Desweiteren sollten Mause immunisiert werden, um zu untersuchen,
ob sich mit beiden Antigentrigern eine CSP-spezifische CD8" T-Zellantwort induzieren
lasst, ob die CSP-spezifischen T-Zellen auch in der Leber, dem Zielorgan der
Sporozoiten, aktiv sind, ob beide Systeme Memory-T-Zellen erzeugen und nicht zuletzt,

ob die induzierte Immunantwort protektiv wirkt.
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2 Material

2.1 Herkunft hiufig verwendeter Reagenzien und Materialien

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Fluka
(Neu Ulm), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.1.2 Plastikwaren

Elektroporationskiivetten lmm
Eppendorf-Reaktionsgefilie
FACS-Rohrchen

Falcon-Rohrchen
Gewebekulturflaschen, 10 ml, 30 ml
Gewebekulturplatten, 6, 24 und 96 well
Kryor6hrchen

Pipettenspitzen

Plastikkiivetten fiir Photometer
Spritzen und Kaniilen

Sterilfilter, 0,22 um und 0,45 pm
SterilfiltriergefaB3e ,,SteriCup*
Zellsiebe Cell strainer 70 um

Peqlab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg
Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Nunc, Roskilde, Danemark

Sarstedt, Niirnberg

Gilson, Villiers-le-bel, Frankreich
Brandt, Wertheim

Braun, Melsungen

Schleicher &Schuell, Dassel
Millipore, Bedford, MA., USA
Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg

2.1.3 Reagenzien fiir molekularbiologische Arbeiten

Agarose

Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Big Dye Sequenziermix
Bromphenolblau
Desoxyribonukleosidtriphosphate
DNA-Marker (100bp-Leiter, 1kb-Leiter)
Ethidiumbromid

Hefeextrakt

Kanamycin

Mineralol
Plasmid-Minipréparations-Kit
Plasmid-Midipréparations-Kit
QIAEX II-DNA-Gelextraktions-Kit
TA Cloning® Kit

Xylencyanol

Biomol, Hamburg

Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt

Difco, Detroit, MI, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA
Sigma, Deisenhofen

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit, MI, USA
Boehringer, Mannheim

Sigma, Deisenhofen
Macherey&Nagel, Diiren
QOIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Serva Feinbiochemika, Heidelberg
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2.1.4 Reagenzien fiir biochemische Arbeiten

Acrylamid (30%)/Bisacrylamid (0,8%)
Ammoniumpersulfat (APS)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Dithiothreitol (DTT)

ECL Western Blotting Detection Reagents
Hybond Nitrocellulose Membran
Hyperfilm

Milchpulver

PD10-Séulen

Protein-Marker (10 kD-Leiter, Benchmark ™
Prestained MW-Marker)

Tween-20

Whatman-Filterpapier

2.1.5 Reagenzien fiir zellbiologische Arbeiten

Avidin-HRP

Cohnll (humane [gG-Fraktion)
Diaminobenzidin (DAB)
Fetales Kélberserum (FCS)
Gentamycin

L-Glutamin (200 mM)
*H-Thymidin

NycoPrep™ Universal

RPMI 1640
Szintillationsfliissigkeit fiir B-Counter (Rotiscint)
Triton X-100

Trypsin 0,25%

Trypanblau

2.2 Enzyme

Tag-DNA-Polymerase, 1 U/pul
T,-DNA-Ligase, 5 U/ul

Restriktionsendonukleasen:
BamHI, 10 U/ul

EcoRlI, 10 U/ul

Sall, 10 U/ul

Xhol, 10 U/ul

2.3 Plasmidvektoren

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva Feinbiochemika, Heidelberg
GibcoBRL, Eggenstein

Amersham, Buckinghamshire, UK
Amersham, Buckinghamshire, UK
Amersham, Buckinghamshire, UK
Nestlé, Frankfurt

Amersham, Buckinghamshire, UK
GibcoBRL, Eggenstein

Sigma, Deisenhofen
Schleicher &Schuell, Dassel

BD Pharmingen, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen

BioRad, Miinchen

GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein
Amersham Buckinghamshire, UK
Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway
GibcoBRL, Eggenstein

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

GibcoBRL, Eggenstein

Serva Feinbiochemika, Hamburg

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot

pCR" 2.1 (TA Cloning® Kit)
pSG-pbCSP

pHR319

Invitrogen, Karlsruhe

wurde zur Verfiigung gestellt von Dr. Sarah Gilbert,
Oxford, UK

wurde zur Verfiigung gestellt von Dr. H. Riissmann,
Max- von Pettenkofer-Institut, Miinchen
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2.4 Oligonukleotid-Primer

s-CSP I-BamHI MWG BiotechAG,
5"-GCGGGATCCCCACAGCCAGGTGGTAATAAC-3’ Ebersberg
as-CSP I-Xhol/Sall MWG BiotechAG,
5'-CGCGTCGACCTCGAGGATCTGTTTAACAAATTCTAG-3" Ebersberg
s-YopE-Sacll MWG BiotechAG,
5'-CACCCGCGGCAGACCATCAATTTG-3’ Ebersberg
M13-Forward-Primer Invitrogen,
5'-CTGGCCGTCGTTTTAC-3’ Karlsruhe
M13-Reverse-Primer Invitrogen,
5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ Karlsruhe

2.5 Antikorper

Hamster anti-Maus CTLA-4 (4F10)

Immunfluoreszenz und Western Blot:

Maus anti-M45

Kaninchen anti-Salmonella O-4,5 (Gruppe B)
Testserum

Kaninchen anti-Maus Ig, HRP-konjugiert
Kaninchen anti-Maus IgG, FITC-markiert
Ziege anti-Kaninchen IgG, TRITC-markiert

ELISPOT:

anti-IFNy ELISPOT Paar

2.6 Peptide

CSP245.253 SYIPSAEKI
CSPs7.79 KIYNRNTVNRLLAD
OV Ajs7.264 SIINFEKL

Hybridom UC10-4F10 wurde zur
Verfligung gestellt von J. Bluestone,
University of Chicago, USA

wurde zur Verfiigung gestellt von Dr.
H. Riissmann, Max von Pettenkofer-
Institut, Miinchen

DADE Behring

DAKO A/S, Déinemark
DAKO A/S, Déinemark
Caltag, Burlingame, CA, USA

BD Pharmingen, Heidelberg

MWG BiotechAG, Ebersberg
MWG BiotechAG, Ebersberg
MWG BiotechAG, Ebersberg
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2.7 Kulturmedien

2.7.1 Medien fiir Bakterien

LB-Medium 5 g Hefextrakt

10 g Bacto-Trypton

10 g NaCl ad 1 Liter H,O, pH 7,5
LB-Agar 15 g Bacto-Agar ad 1 Liter LB-Medium

Nach dem Autoklavieren wurde der LB-Agar auf etwa 42°C abgekiihlt, bevor Antibiotika
zugegeben wurden. Dann wurden je etwa 20 ml Agar in eine Petrischale gegossen. Die Platten
wurden einige Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und dann bei 4°C aufbewabhrt.

Antibiotika:

LB-Medien und LB-Agarplatten wurden zur Selektion auf Antibiotikaresistenzen mit
Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ml oder mit Kanamycin in einer Konzentration
von 50 pg/ml versetzt.

2.7.2 Medien fiir eukaryotische Zellen

Fetales Kélberserum (FCS) wurde zur Inaktivierung des Komplementsystems vor Gebrauch fiir
30 Minuten auf 56°C erhitzt.

RPMI 1640 mit 10% FCS 500 ml RPMI 1640
50 ml FCS
5 ml L-Glutamin (200 mM)
2,5 ml Gentamycin

Einfriermedium 50% FCS
40% RPMI mit 5% FCS
10% DMSO

2.8 Puffer und Stammlosungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und fiir zelluldre
Arbeiten vor Gebrauch sterilfiltriert oder autoklaviert.

2.8.1 Puffer und Stammloésungen fiir molekularbiologische Arbeiten

Ampicillin-StammIgsung 50 mg/ml in Aqua dest.

6x DNA-Ladepuffer 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol
15% Ficoll

dNTP-Mix fiir PCR 2 mM dATP
2 mM dCTP
2 mM dGTP
2 mM dTTP
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Ethidiumbromid-Ldsung

Kanamycin-Stammldsung

Natriumacetat-Losung

50x TAE-Puffer

10x TBE-Puffer

10 mg/ml
25 mg/ml
3M Natriumacetat pH4,6

0,6 M Natriumacetat
2 M Tris Base
0,1 M Na,EDTA

0,89 M Tris Base
0,89 M Borsidure
20 mM Na,EDTAx2H,0

2.8.2 Puffer und Stammloésungen fiir biochemische Arbeiten

5x Beladungspuffer (SDS-PAGE)

Blockpuffer (ELISPOT)

Blockpuffer (Western Blot)

10x CAPS-Puffer (Western Blot)

1x CAPS-Puffer (Western Blot)

Coating-Puffer (ELISPOT)

Coomassie-Firbelosung

Diaminobenzidin-Stammldsung DAB

(ELISPOT)
Entwickler (Silberfarbung)

Fixierer (Silberfarbung)

Impriagnierlosung (Silberfarbung)

50 mM Tris

2% SDS

5% Glycerin

10% IM DTT

wenig Bromphenolblau

1% BSA in PBS

4% Magermilchpulver
in PBS-Tween

22,13 g CAPS
in 1000 ml Aqua dest.

100 ml 10x CAPS
100 ml Methanol
Ad 1000 ml Aqua dest.

0,1M NaHCO;

2 g Coomassie Brillant Blue R 250

500 ml 95% Methanol
100 ml Eisessig
ad 1000 ml Aqua dest.

40 mg/ml DAB in Aqua dest.

15 g N32C03

250 ml Aqua dest.

12,5 pl Na,S,03-Losung
125 pl 37% Formaldehyd

100 ml Methanol
24 ml Eisessig
76 ml Aqua dest.

300 mg AgNO;
150 ml Aqua dest.
112 pl 37% Formaldehyd

pH 8,3

pH 8,0

pH 6,8

pH 11,0

pH 94
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10x Laufpuffer (SDS-PAGE)

Natriumthiosulfat-Stockldsung

(Silberfarbung)

Nickelchlorid-Stammldsung

(ELISPOT)
20x PBS

PBS-Tween (Western Blot)

5%iges Sammelgel (SDS-PAGE)

4x Sammelgelpuffer (SDS-PAGE)

Sensibilisierungspuffer (Silberfarbung)

Substratlosung (ELISPOT)

Substratpuffer (ELISPOT)

12.5%iges Trenngel (SDS-PAGE)

4x Trenngelpuffer (SDS-PAGE)

Waschpuffer (Silberfarbung)

250 mM Tris
2,5 M Glycin
1% SDS

430 mg Na28203 X 5H20
5 ml Aqua dest.

80 mg/ml NiCl, in Aqua dest.

2,7 M NaCl

54 mM KCl

87 mM NazHPO4X2H20
30 mM KH2P04

0,1% Tween 20 in 1xPBS

1,25 ml 4x Sammelgelpuffer

0,8 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid
3 ml Aqua dest.

50 ul 10% APS

12,5 ul TEMED

0,5 M Tris
0,4% SDS

300 pl Na,S,0;-Losung
200 ml Aqua dest.

200 ul DAB

50 pl NiCl

2,5 Ml H202

10 ml Substratpuffer

100 mM Tris

2,5 ml 4x Trenngelpuffer

4 ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid
3,5 ml Aqua dest.

100 pl 10% APS

12,5 ul TEMED

1,5 M Tris
0,4% SDS

50% Ethanol
in Aqua dest.

2.8.3 Puffer und Stammloésungen fiir zellbiologische Arbeiten

CohnlI-Lésung

Erythrozytenlyse-Puffer

Nycodenz-Losung

10 mg/ml in PBS

10% 0,1 M Tris/HC1
90% 0,158 M NH,C1

30% NycoPrep™ in Aqua dest.

pH 74

pH 6.8

pH 7,0

pH 8,8

pH 7,5
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Trypanblau-Lésung 2 mg/100 ml in PBS
FACS-Puffer 1x PBS

5% FCS

0,01% NaNj;

FACS-Fixierer

4% Paraformaldehyd in PBS

2.9 Bakterienstimme, Zellinien und Tiere

Bakterienstimme:
E. coli DH50F

S. typhimurium SB824  (AaroA; sptp::kan)

New England Biolabs, Bad Schwalbach

wurde zur Verfligung gestellt von Dr. H.
Riissmann, Max von Pettenkofer-Institut,

Miinchen
Eukaryotische Zellinien:
P388D, Ursprung: DBA/2-Maus, H2-K¢, BNI Hamburg
aus lymphoider Neoplasie,
Makrophagen-dhnlich
Maiuse:

BALB/c-Miuse  Haplotyp H2-K*

C57Bl/6-Miuse  Haplotyp H2-K"

OT-1-Maiuse

Haplotyp H2-K"; alle CD8" T-Zellen

BNI Hamburg, Bundesanstalt fiir
Risikobewertung
BNI Hamburg

BNI Hamburg

tragen einen transgenen TCR fiir das

OV A-Epitop SIINFEKL

Sporozoiten:
P.berghei ANKA

2.10 Laborgerite

Analysenwaage
Bakterienbrutschrank

Blotkammer

CO,-Inkubator fir die Zellkultur
Digitalwaage

Elektroporationsgerét ,,Gene Pulser*
ELISPOT-Reader
Eppendorfzentrifuge 5415C
FACS-Gerit ,,FACSCalibur*
FACS-Software CELLQuest 3.0
Filmkassette

Filmentwickler Curix6
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2plus mit
digitaler Kameraanlage

wurden zur Verfligung gestellt von Dr.

V. Heussler, BNI Hamburg

Sartorius AG, Gottingen

Heraeus, Hanau

BioRad, Miinchen

Heraeus Instruments, Hanau

Kern&Sohne, Alberstadt

BioRad, Miinchen

BioSys, Karben-Frankfurt

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA
Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA
Siemens, Miinchen

AGFA

Mikroskop: Zeiss

Kamera: Hamamatsu
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Gelkammer (DNA-Gelelektrophorese)
Gelkammer (Protein-Gelelektrophorese)
Heizblock Thermomixer 5436
Magnetriihrer

Megafuge 1.0R

Mehrkanalpipette ,,Research Pro*
Mikroskop

Mikrowelle

Netzteil (DNA-Gelelektrophorese)
Netzteil (Protein-Gelelektrophorese)
Neubauer-Zahlkammer (0,1 x 0,0025 mmz)
PCR-Cycler

pH-Meter

Photoanlage fiir DNA-Gele

Photometer ,,Hitachi U-2000

Pipetten

Pipettierhilfe

Schiittelinkubator

Spektrophotometer U-2000

Sterile Arbeitsbank Laminair HB2448
B-Szintillationszihler 1205 Betaplate
Ultrazentrifuge

UV-Tisch

Vortexer

Wasserbad
Wasserdeionisierungsanlage Milli-Q-Plus
Zellerntegerit Microcell Harvester

Software: Openlab, Improvision, Coventry, UK
BioRad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Jahnke &Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen
Heraeus Sepatech, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Nikon TMS

Panasonic

BioRad, Miinchen

Biotech-Fischer, Reiskirchen

Brandt, Wertheim

Hybaid Ltd., Middlesex, UK

Labortec, Wiesbaden

Mitsubishi, Tokio, Japan

Schdfer&Partner Scientific instruments,
Schwdbisch-Gmiind

Gilson Medical Electronics, Frankreich
Eppendorf, Hamburg

Hirschmann

Infors, Bottmingen, Schweiz

Hitachi, Japan

Heraeus Instruments, Hanau

Wallac, Turku, Finnland

Beckmann, Palo Alto, USA

Int. Biotechnologies, New Haven, CT, USA
Jahnke &Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen
Haake, Karlsruhe

Millipore, Molsheim, Frankreich

Scatron Instruments, Lier, Norwegen
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit angewandten molekularbiologischen Methoden sind, soweit nicht

anders angegeben, im folgenden Laborhandbuch beschrieben:

o Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2™ Edition, Cold Spring Harbour Press, New York

3.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) dient der enzymatischen
Amplifikation von DNA in vitro (Saiki et al., 1988). Dabei wird die Eigenschaft
thermostabiler DNA-Polymerasen, z.B. aus Thermophilus aquaticus, genutzt,
Temperaturen von 95°C zu {iberstehen und DNA bei 72°C optimal zu synthetisieren. Eine
Matrizen-DNA (Template) wird bei 95°C denaturiert, an die Einzelstrange lagern sich
dann bei einer niedrigeren Temperatur zwei komplementdre Primer an (Annealing). Bei
72°C wird ausgehend von den Primern in 5'—3" Richtung der komplementire DNA-
Strang synthetisiert. Das zwischen den Primern liegende DNA-Fragment wird so in jedem
Zyklus vervielfiltigt, und seine Konzentration steigt exponentiell an. Dadurch kdnnen

selbst geringe DNA-Mengen spezifisch amplifiziert werden.

Die PCR-Reaktionen wurden in 0,5 ml Eppendorf-Gefa3en unter folgenden Bedingungen

durchgefiihrt:

Ansatz: Programm:

Template-DNA 100 ng Ix Smin 94°C Denaturierung
10x Reaktionspuffer 2,5 ul

MgCl; (25 mM) 1,5 pl 30sec 94°C Denaturierung
dNTP-Mix (2 mM) 2,5 ul 30x  30sec 58°C Annealing
sense Primer (10 uM) 2,0 ul I min 72°C Amplifikation

antisense Primer (10 pM) 2,0 ul
Tag-Polymerase (1U/pl) 0,5 ul Ix Smin 72°C Amplifikation

Gesamtvolumen 25,0 ul
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Bei der Auswahl der Primer mul3 darauf geachtet werden, dal3 diese keine zueinander
komplementéren oder repetitiven Sequenzen enthalten, um die Ausbildung von Primer-
Oligomeren oder unspezifisches Primer-Annealing zu verhindern. Auflerdem sollten die
zusammen verwendeten Primer eine &dhnliche Schmelztemperatur (Annealing-
Temperatur) besitzten. Diese wurde mit folgender Formel ndherungsweise bestimmt:

Tm = 2N(A+T) + 4N(G+C) N: Anzahl der Basen

Die verwendete Taq-Polymerase aus Thermophilus aquaticus besitzt keine 3'—5'
Exonukleaseaktivitit, hat also keine Mdglichkeit zur Fehlerkorrektur. Falsche Nukleotide

werden mit einer statistischen Haufigkeit von 2x10™ eingebaut.

3.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten
unterschiedlicher Grofle. Die DNA-Molekiile wandern dabei in einem elektrischen Feld
aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphorsidurediestergruppen zur Anode. Die
Wanderungsgeschwindigkeit von linearen DNA-Molekiillen im Agarosegel ist dabei
umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare.

Die Konzentration des Agarosegels ist abhidngig von der Gréfe der zu trennenden DNA-
Fragmente. Hier wurden 1-2%ige Gele verwendet. Fiir analytische Gele wurde 1xTBE,
fiir préparative Gele 1XTAE als Puffer eingesetzt.

Die Detektion der DNA erfolgte mit Hilfe des interkalierenden Farbstoffs
Ethidiumbromid, der den Gelen in einer Endkonzentration von 0,2 pg/ml zugesetzt
wurde. Nach der Elektrophorese wurde die DNA im Gel unter UV-Licht sichtbar
gemacht.

Als GroBenstandards wurden die DNA-Molekulargewichtsmarker ,,100bp-Leiter plus®
oder ,,1kb-Leiter” verwendet. Es wurde jeweils 1 ng DNA-Marker eingesetzt.

3.1.3 Isolierung von DNA-Molekiilen aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente spezifisch aufzureinigen, wurde die DNA in priparativem Malstab
auf einem Agarosegel aufgetrennt und das gesuchte Fragment anschlieBend aus dem Gel
unter UV-Licht ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA aus der Agarose wurde nach dem

»QIAEX II Gel Extraction Kit Protocol* (QIAGEN GmbH, Hilden) durchgefiihrt.
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3.1.4 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme bakteriellen Ursprungs, die doppelstrangige
DNA an spezifischen Erkennungssequenzen hydrolytisch spalten. Entsprechend der Lage
der Schnittstellen entstehen dabei DNA-Fragmente einer bestimmten Léinge und mit
definierten Enden.

Die Restriktionsverdaue wurden nach Herstellerangaben angesetzt und durchgefiihrt. Fiir
analytische Restriktionen wurden etwa 0,5 — 1 pg, fiir praparative Restriktionen etwa 4 ug

Plasmid-DNA eingesetzt. Pro 1 pg DNA wurden 2U Enzym zugegeben.

3.1.5 Ligation

Mit Hilfe von Ligasen kdnnen DNA-Fragmente miteinander verkniipft werden. Die hier
verwendete Ts-Ligase katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen einer freien 5'-Phosphatgruppe und einer freien 3’-
Hydroxylgruppe in doppelstrangiger DNA. Die T4-Ligase verbindet sowohl stumpfe als

auch iiberhingende Enden.

3.1.5.1 Klonierung von PCR-Produkten in pCR*2.1 (TA Cloning® Kit)

Der pCR™2.1-Vektor ist ein von pBluescript abgeleiteter Plasmidvektor. Er liegt
linearisiert mit tiberhdngenden Thymidingruppen an den 3’-Enden vor. Die
Klonierungsstrategie beruht auf der matrizenunabhéngigen Terminale-Transferase-
Aktivitdt der Tag-Polymerase, welche PCR-Produkte mit iiberhdngenden Adeningruppen
an den 3’-Enden erzeugt. Auf diese Weise konnen PCR-Produkte direkt mit dem
pCR®2.1-Vektor ligiert werden. Der pCR*2.1-Vektor erlaubt zudem eine Blau-WeiB-
Selektion auf positive Kolonien, da die Klonierungsstelle im /acZ-Gen liegt.

Die Durchfiihrung der Ligation erfolgte nach den Herstellerangaben (Invitrogen,

Karlsruhe). Die Ligationsansitze setzten sich wie folgt zusammen:

PCR-Produkt 7 ul
pCR™2.1-Vektor (25 ng/ul) 1 pl
10x Ts-Ligase-Puffer 1 ul
Ts-Ligase (4U/ul) 1 ul
Gesamtvolumen 10 pul

Der pCR®2.1-Vektor wurde als Zwischenvektor fiir die Analyse von PCR-Produkten

durch Sequenzierung eingesetzt. Zu diesem Zweck sind die MI13-Forward- und
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M13-Reverse-Primer erhéltlich, die an Vektorsequenzen hybridisieren, die die integrierte

DNA flankieren.

3.1.5.2 Klonierung in den Expressionsvektor pHR319

Der Vektor pHR319 ist ein Derivat des low copy Plasmids pWSK29 (Dr. H. Riissmann,
Max von Pettenkofer-Institut, Ludwig-Maximilians-Universitit, Miinchen). Er codiert das
YopE-spezifische Chaperon SycE sowie die Sequenz fiir das adenovirale Peptid M45,
welches dem Nachweis des Fusionsmolekiils im Western Blot und in der
Immunfluoreszenz dient. Zudem trdgt das Plasmid den /lacZ-Promotor und ein
Ampicillin-Resistenzgen.

Die Ligationsansétze setzten sich wie folgt zusammen:

Vektor-DNA 0,5 pg
Insert-DNA 1,0-1,5 pug
10x T4-Ligase -Puffer 1,0 ul
Ts-Ligase (5U/ul) 1,0 ul
Gesamtvolumen 10,0 ul

Bei jeder Ligation wurde eine Negativkontrolle mit Wasser anstelle der Insert-DNA
durchgefiihrt. Die Ligationsansdtze wurden im Anschluf3 direkt fiir die Transformation

von E. coli DH5QF eingesetzt.

3.1.6 Transformation von kompetenten Bakterien

3.1.6.1 Transformation von E. coli DHS5 oF

Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien erfolgte nach dem
Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983). Kompetente Bakterien wurden mit Hilfe der
Calciumchlorid-Methode hergestellt und bis zur Verwendung bei —70°C aufbewahrt.

Fiir eine Transformation wurden entweder 100 ng Vektor-DNA oder ein vollstindiger
Ligationsansatz eingesetzt. Die DNA wurde auf Eis zu 50 pl kompetenten Bakterien
gegeben. Nach dreiigminiitiger Inkubation auf Eis wurden die Bakterien einem
Hitzeschock von 45 Sekunden bei 42°C unterzogen und anschlieBend weitere zwei
Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde 1 ml LB-Medium zugegeben, und die Bakterien
wurden bei 37°C und 220 rpm fiir eine Stunde geschiittelt. Schlieflich wurden die
Ansitze auf LB-Ampicillin-Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.1.6.2 Elektroporation von S. typhimurium SB824

Der Salmonellen-Stamm SB824 wurde mit Hilfe der Elektroporation mit dem
Expressionsvektor pST-TB transformiert. Dafiir wurde eine Ubernachtkultur der
Bakterien in frisches LB-Medium mit 50 pg/ml Kanamycin tiberimpft und bei 37°C und
220 rpm bis zu einer Dichte von ODgy = 0,6 wachsen gelassen. Dann wurden die
Bakterien auf Eis abgekiihlt und 15 min bei 4000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Das Pellet
wurde zweimal in eiskaltem Aqua dest. und einmal in 10% Glycerin gewaschen.
Anschliefend wurde das Pellet in 200 pl 10% Glycerin aufgenommen. 40 ul der
Bakteriensuspension wurden mit 100 ng Plasmid-DNA gemischt und in eine 1 mm-
Elektroporationskiivette gegeben. Die Elektroporation erfolgte bei 1,8 kV, 200 Q und
25 uF. Anschliefend wurden die Bakterien in 1 ml LB-Medium bei 37°C fiir 30 Min
inkubiert und dann auf LB-Agarplatten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert.

3.1.6.3 Blau-Weif3-Selektion

Die Blau-Wei3-Selektion ermdoglicht die schnelle Identifikation von transformierten
Bakterien, die einen Vektor mit Insert enthalten. Hierfiir wurden die LB-Ampicillin-
Platten vor der Transformation mit je 100 pl X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-B-D-
galactosid) bestrichen. X-Gal ist ein Substrat der B-Galactosidase und wird zu einem
blauen Farbstoff umgesetzt. Trigt ein Vektor mit dem /acZ-Gen ein Insert, welches die
lacZ-Gensequenz unterbricht, wird keine B-Galactosidase gebildet und die Kolonien der

transformierten Bakterien bleiben weif3.

3.1.6.4 PCR-Screening von transformierten Bakterien

Zur Selektion von Bakterien, die einen Vektor mit integriertem Insert trugen, diente
neben der Blau-Weif3-Selektion die PCR-Amplifikation der in den Vektor integrierten
DNA.

Hierfiir wurden mit Pipettenspitzen von den LB-Platten mit den transformierten Bakterien
Klone gepickt. Die Spitzen wurden in je 100 pl Aqua dest. fiir 5 Minuten bei 95°C
inkubiert, um die anhaftenden Bakterien zu lysieren und Plasmid-DNA freizusetzen. Ein
Aliquot davon wurde fiir eine PCR eingesetzt. Es wurden diejenigen Primer, die zuvor fiir
die  PCR-Amplifikation = verwendet worden  waren, mit den  gleichen
Reaktionsbedingungen eingesetzt. Es wurde stets eine Negativkontrolle mit Wasser
anstelle der Template-DNA durchgefiihrt, um Verunreinigungen der Reagenzien

auszuschlief3en.
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Die Ansitze sahen wie folgt aus:

Bakterienlysat 2,0 ul
sense-Primer (10 pmol/ul) 2,0 ul
antisense-Primer (10 pmol/ul) 2,0 ul
10xReaktionspuffer 2,5 ul
MgCl; (25 mM) 1,5 ul
dNTP-Mix (2 mM) 2,5ul
Tag-Polymerase (1U/ul) 0,5 ul
Gesamtvolumen 25,0 ul

Im Anschlull wurden die PCR-Ansétze in einem Agarosegel analysiert.

3.1.7 Plasmidpriparation aus Bakterien

Fiir Plasmidpréparationen wurden transformierte Bakterien in LB-Medium mit Ampicillin
bei 37°C im Schiittler angezogen. Fiir Minipraparationen wurden 5 ml Kultur angeimpft,
fiir Midipraparationen 100 ml. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt mit Hilfe des
Plasmid-Minipriparations-Kits von Macherey&Nagel (Diiren) bzw. des Plasmid-
Midipraparations-Kits von QIAGEN (Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die
Aufreinigungsmethode beruht auf der alkalischen Lyse der Bakterien und der

anschlieBenden Adsorption der Plasmid-DNA an eine Anionenaustauscher-Matrix.

3.1.8 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte photometrisch und beruht auf dem
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren bei 260 nm. Bei dieser Wellenlédnge entspricht
ein Absorptionswert von 1,0 bei einer Kiivettenschichtdicke von 1 cm einer

Konzentration von 50 pug/ml doppelstrangiger DNA.

3.1.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA wurde nach der Didesoxymethode (Sanger et al., 1975) mit
einem Sequenzierungskit (BigDye-Sequenziermix; PRISM Ready Reaction Dyedeoxy
Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
durchgefiihrt. Durch Verwendung von vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen fiir

die Markierung der vier Didesoxynukleotide kann die enzymatische Reaktion in einem
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Ansatz durchgefiihrt werden. Der verwendete BigDye-Sequenziermix enthdlt neben der
FF-Tag-Polymerase und dem entsprechenden Reaktionspuffer die vier dNTPs und deren

Didesoxynukleotid-Analoga.

Tabelle 3.1: Fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide
Die Tabelle zeigt die zur Markierung der Didesoxynukleotide

verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Didesoxynukleotid Fluoreszenzmarkierung

ddATP 5-Carboxyrhodamin

ddCTP 6-Carboxyrhodamin X

ddGTP 5-Carboxyrhodamin 110
ddTTP 6-Carboxytetramethylrhodamin

Zur Sequenzierung der PCR-Produkte wurden die M13-Forward- und M13-Reverse-
Primer verwendet, die an Vektorsequenzen im pCR®2.1-Vektor binden. In einem 0,5 ml
Eppendorf-Gefdl wurden 1 pg DNA und 15 pmol Primer mit Aqua dest. auf 20 pl
aufgefiillt. Nach Zugabe von 4 pul BigDye-Sequenziermix wurde der Ansatz mit einem
Tropfen Mineral6l tiberschichtet, um Verdunstungsverluste zu verhindern.

Im Thermocycler wurden 25 Zyklen des folgenden Programms durchlaufen:

10 sec 96°C Denaturierung
5 sec 50°C Annealing
4 min 60°C Amplifikation

Anschlieend wurde der Sequenzierreaktionsansatz mit 80 pl Aqua dest. und 10 pul 3M
Natriumacetat versetzt und durch Zugabe von 250 pl kaltem Ethanol gefillt. Die DNA
wurde abzentrifugiert (13000 rpm, 15 min, 4°C) und das Pellet mit 70%igem kalten
Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet bei Raumtemperatur
getrocknet und anschlieBend bei 4°C aufbewahrt. Vor dem Auftragen auf ein
Sequenziergel wurde das Pellet in 3,6 ul 10 mM EDTA/Formamid resuspendiert.
Detektion und Analyse erfolgten auf einem Applied Biosystems DNA-Sequencer ABI
Prism Modell 377.
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3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Kultur von Escherichia coli

E. coli Bakterien des Stammes DHSoF wurden in LuriaBertani(LB)-Medium mit

Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (50 pg/ml) bei 37°C im Schiittler kultiviert.

3.2.2 Kultur von Salmonella typhimurium

Salmonella enterica serovar Typhimurium SB824 wurde in LB-Medium mit Kanamycin
bei 37°C und 220 rpm kultiviert. S. typhimurium SB824 (pST-TB) und (pHR241) wurden
in LB-Medium mit Kanaymcin und Ampicillin bei 37°C und 220 rpm kultiviert. Fiir in
vitro und in vivo Versuche wurden die Salmonellen in LB-Medium mit 0,3M NaCl sowie
Kanamycin und Ampicillin kultiviert, da der hoéhere Salzgehalt die Expression der

Komponenten des Typ IlI-Sekretionsapparates induziert (Collazo et al., 1996).

3.2.3 Einfrieren von Bakterien

Zur Konservierung von Bakterienklonen wurden Glycerol-Stocks angelegt. Dafiir wurden
850 pl einer Ubernachtkultur mit 150 pl Glycerin versetzt und bei -70°C eingefroren. Die
so eingefrorenen Bakterien bleiben kange Zeit vital und konnen erneut in LB-Medium

angeimpft werden.

3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der eindimensionalen, diskontinuierlichen = SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) lassen sich Proteine unter denaturierenden Bedingungen
entsprechend ihres Molekulargewichts auftrennen (Laemmli, 1970). Das anionische
Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat) denaturiert dabei die Proteine und maskiert deren
Eigenladungen effektiv, so dal alle Proteine im elektrischen Feld zur Anode wandern.
Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei nur vom Molekulargewicht und nicht von der
Form der Proteine abhingig. Das diskontinuierliche System mit Sammelgel und Trenngel
erreicht hierbei eine besonders gute Auftrennung. Die beiden Geltypen unterscheiden sich

in ihrem Gehalt an Acrylamid (Acrylamid/N,N-Methylenbisacrylamid 29:1) sowie in
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ithrem pH-Wert. Wihrend der Elekrophorese kommt es zu einer Fokussierung der
Proteine an der Grenze zwischen Sammelgel und Trenngel in einer scharfen Bande, im
Trenngel werden die Proteine dann entsprechend ihrer Grofe getrennt.

Es wurden 12,5%ige Polyacrylamidgele verwendet (siche Material 2.8.2). Die Proben
wurden in Beladungspuffer fiinf Minuten bei 95°C denaturiert und anschliefend auf das
Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V {iber etwa eine Stunde.

3.3.1.1 Coomassiefirbung

Coomassie-Brillantblau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der relativ unspezifisch an
verschiedene Aminosdure-Seitenketten von Proteinen bindet. Dadurch kdnnen Proteine
direkt im SDS-Polyacrylamidgel angefarbt werden. Hierfiir wurden die Gele etwa eine
Stunde bei Raumtemperatur in Coomassie-Firbelosung inkubiert und anschlieBend tiber

Nacht in Wasser entfédrbt. Die Trocknung erfolgte mit Hilfe von Cellophanfolien.

3.3.1.2 Silberfirbung

Die Silberfirbung ist eine deutlich empfindlichere Methode, um Proteine im
Polyacrylamidgel nachzuweisen. Das Prinzip beruht auf der Komplexierung von
Silberionen durch Aminosdure-Seitenketten und darauf folgende Reduktion zu
metallischem Silber.

Fir die Silberfirbung wurden Polyacrylamidgele zundchst eine Stunde fixiert,
anschlieBend zweimal 20 Minuten in Waschpuffer gewaschen und eine Minute in
Sensibilisierungspuffer inkubiert. Nach kurzem Spiilen in Aqua dest. wurden die Gele 20
Minuten in Silbernitratlosung impragniert, darauf mit Aqua dest. gespiilt und in
Entwicklerlosung gegeben. Nach spitestens 10 Minuten wurde die Entwicklung durch
kurzes Spiilen in Aqua dest. und anschlieBende Inkubation in Fixierer gestoppt. Nach

erneutem Spiilen in Wasser wurden die Gele zwischen Cellophanfolien getrocknet.

3.3.2 Western Blot

Beim Western Blotting werden Proteine aus einem SDS-Polyacrylamidgel unter dem
EinfluB eines elektrischen Feldes auf eine Nitrocellulosemembran transferiert.
AnschlieBend konnen die Proteine selektiv durch spezifische Antikorper, Lektine oder
auch Enzymsubstrate nachgewiesen werden.

In diesem Fall wurde das Semi-Dry-Verfahren angewendet. Auf eine Kathodenplatte

wurden luftblasenfrei drei in CAPS-Puffer dquilibrierte Whatman-Filterpapiere aufgelegt,
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darauf das Gel, dariiber die Nitrocellulosemembran und drei in Anodenpuffer CAPS-
Puffer dquilibrierte Whatman-Filterpapiere. Dariiber wurde die Anodenplatte aufgelegt.
Der Transfer erfolgte bei 1 mA/cm? Gel fiir eine Stunde.

Im Anschlufl wurde die Membran eine Stunde in PBS-Tween mit 4% Milchpulver gelegt,
um unspezifische Antikérperbindung an die Membran zu verhindern. Der Blot wurde
dann in PBS-Tween gewaschen, bevor der erste Antikorper zugegeben wurde. Der
primdre Antikdrper wurde in PBS mit 1% BSA und 0,01% Natriumazid verdiinnt (siche
Tabelle 3.2). AnschlieBend wurde der Blot griindlich in PBS-Tween gewaschen. Die
Bindung des zweiten, Peroxidase-gekoppelten Antikdrpers erfolgte ebenfalls iiber eine

Stunde. Der sekundére Antikorper wurde in Blockpuffer verdiinnt (sieche Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Verwendete Antikorper fiir den Western Blot
Die Tabelle zeigt die im Western Blot verwendeten priméren und

sekunddren Antikorper und deren Verdiinnung

Antikorper Verdiinnung
Maus anti-M45 1:50
Kaninchen anti-Maus Ig — HRP 1:2000

Nach einem abschlieBenden Waschgang wurden die gebundenen Antikérper mit Hilfe des
ECL-Detektionskits (Amersham) nach den Angaben des Herstellers detektiert. Die
Membran wurde dann in einer Rontgenfilmkassette auf einen Film aufgelegt und fiir
einen Zeitraum zwischen 10 Sekunden bis mehrere Stunden exponiert. AnschlieBend

wurde der Film entwickelt.

3.3.3 Nachweis der Expression von YopE-CSP

Um die Expression des Fusionsmolekiils YopE-CSP im Western Blot nachzuweisen,
wurden Ubernachtkulturen von S. typhimurium SB824 (pST-TB) in frisches LB-Medium
mit Antibiotika iiberimpft und bis zu einer ODggp von 0,6 bei 37°C im Schiittler kultiviert.
Die Bakterien wurden dann pelletiert (4000 rpm, 20 Min, 4°C). Der Kulturiiberstand
wurde durch einen 0,2 pm Filter gegeben, um restliche Bakterien zu entfernen, und die

Proteine wurden mit Trichloressigsdure gefillt.

3.3.3.1 Trichloressigsdurefdllung von Proteinen

Der bakterienfreie Kulturiiberstand wurde mit Trichloressigsdure auf eine

Endkonzentration von 10% gebracht und fiir zwei Stunden auf Eis inkubiert.
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Anschlieend wurden die gefillten Proteine abzentrifugiert (13000 rpm, 20 Min, 4°C).
Das Pellet wurde einmal mit kaltem Aceton gewaschen und nach dem Trocknen in
50 mM Tris pH 8,0 aufgenommen.

Aliquots von Bakterienpellet und gefdllten Proteinen aus dem Kulturiiberstand wurden

mittels SDS-PAGE und Western Blot analysiert.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Zellen wurden in
CO,-Brutschrinken bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Losungen und Labormaterialen aus
Kunststoff wurden vor Gebrauch fiir 20 Minuten bei 135°C und 2,2 bar autoklaviert.

Glasgeréte wurden fiir drei Stunden bei 180°C sterilisiert.

3.4.2 Auftauen und Einfrieren eukaryotischer Zellen

Eukaryotische Zellen kénnen in fliissigem Stickstoff (-196°C) lange gelagert und nach
dem Auftauen wieder in Kultur genommen werden. Um die Bildung von Eiskristallen in
den Zellen zu verhindern, wurde ihnen langsam das stark hygroskopische
Dimethylsulfoxid (DMSO) zugegeben. Mindestens 5x10° Zellen wurden in 1 ml kaltem
Einfriermedium resuspendiert und in Kryordhrchen auf -70°C abgekiihlt, bevor sie nach
24 Stunden in fliissigem Stickstoff gelagert wurden.

Nach dem Auftauen kryokonservierter Zellen wurden diese mehrfach mit Kulturmedium

gewaschen, um das toxische DMSO zu entfernen.

3.43 Zellzihlung

Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurden die Zellen in einer Neubauer-Zihlkammer
ausgezdhlt. Die Lebendzellzahl wurde durch den Trypanausschluf3test bestimmt. Lebende
Zellen schliefen den Farbstoff aktiv aus dem Zellinneren aus, wihrend tote Zellen
angefdarbt werden. Ein Aliquot Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen
Trypanblaulosung gemischt, und die Zellzahl unter Beriicksichtigung der Verdiinnung

bestimmt.
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3.4.4 Zellinien und ihre Kultur

Die eukaryotische Zelllinie P388D; wurde in RPMI-Medium mit 10% FCS und ohne
Zugabe eines Antibiotikums kultiviert. Die adherent wachsenden Zellen wurden in
kleinen Zellkulturflaschen oder 6-Loch-Kulturplatten kultiviert, bis der Boden von einem
konfluenten Zellrasen bedeckt war. Dann wurden die Zellen mit einer Glaspipette
abgespiilt, einmal mit Medium gewaschen und je nach Bedarf 1:3 bis 1:10 in neuem

Medium ausverdiinnt.

3.4.5 Invitro Infektion eukaryotischer Zellen mit S. typhimurium SB824
P388D;-Zellen wurden in 6 Loch-Platten in RPMI-Medium ohne Antibiotikum bis zur

Konfluenz kultiviert. Salmonellen wurden vor der Infektion in LB-Medium mit 0,3M
NaCl und Antibiotika bis zu einer ODgoo von ca. 0,6 kultiviert. Dann wurden die
Bakterien pelletiert (4000 rpm, 20 Min, 4°C) und einmal in PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Bakterien mit einer MOI (multiplicity of infection) von 10, 1
oder 0,1 zu den Zellen gegeben. Nach zweistiindiger Inkubation bei 37°C und 5% CO,
wurde das Infektionsmedium entfernt. Die Zellen wurden dreimal mit
gentamycinhaltigem RPMI-Medium gespiilt und dann weitere 30 Min in diesem Medium
inkubiert. AnschlieBend wurden die infizierten Zellen als APZ in einem ELISPOT

eingesetzt.

3.4.6 Priparation muriner Milzzellen

Die préparierte Milz der Maus wurde mit Hilfe einer Kaniile mit 10 ml Erythrozytenlyse-
Puffer griindlich durchgespiilt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zweimal mit
RPMI-Medium mit 10% FCS gewaschen (1200 rpm, 4°C, 10 min), bevor die Zellzahl

bestimmt wurde.

3.4.7 Priparation muriner Leberzellen

Vor der Entnahme wurde die Leber iiber die Pfortader mit 5 ml PBS/10%FCS durchspiilt.
Anschliefend wurde die Leber herauspripariert und zerrieben. Die Zellsuspension wurde
iiber ein Zellsieb (Cell strainer, Falcon/Becton Dickinson) gegeben, um eine Einzelzell-
suspension zu erhalten und anschlieBend bei 1400 rpm und 4°C 10 Minuten

abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml purem RPMI-Medium aufgenommen und mit
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5,5 ml 30%iger Nycodenz® Lésung versetzt. Dabei handelt es sich um eine Losung zur
Herstellung von Dichtegradienten zur Aufreinigung von Zellen oder Zellorganellen. Die
Suspension wurde anschliefend unter 2 ml RPMI-Medium geschichtet. Die Auftrennung
der Zellen erfolgte bei 2500 rpm und 4°C iiber 20 Min. Die Lymphozytenpopulation
konnte anschlieBend mit Hilfe einer Pipette abgenommen werden. Die Zellen wurden
einmal in RPMI-Medium mit 10% FCS gewaschen (1200 rpm, 4°C, 10 Min), bevor die

Zellzahl bestimmt wurde.

3.4.8 Priparation von Zellen aus dem peripheren Blut

Uber die Schwanzvene wurde Miusen ca. 100 ul Blut entnommen. Dieses wurde in
einem EDTA-beschichteten Gefdll gesammelt und mit 10 pl Heparin versetzt, um eine
Agglutination zu verhindern. Das Blut wurde mit 10 ml Erythrozytenlyse-Puffer fiir 5
Min gemischt und anschlieend bei 1200 rpm und 4°C 10 Min abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in RPMI mit 5 % FCS aufgenommen.

3.4.9 Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISPOT)

Der ELISPOT ist eine vom ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) abgewandelte
Methode, um einzelne Zytokin- oder Antikorper-produzierende Zellen nachzuweisen
(Czersinsky et al., 1983). Er wurde hier zum Nachweis IFNy-sezernierender Zellen
genutzt.

Hierfiir wurden 96-Loch HSA™ Platten (Millipore) mit 5 pg/ml anti-INFy-Antikorper
tiber Nacht bei 4°C beschichtet. AnschlieBend wurden freie Bindungsstellen mit
PBS/1%BSA fiir zwei Stunden bei RT blockiert. Nach dreimaligem Waschen der Platte
mit PBS wurden 2x10° Zellen je Loch zugegeben. Die Zellen wurden nur in Medium
inkubiert oder mit 3 pug/ml anti-CD3-Antikorper, 1pg/ml CSPs7.70, 1 pg/ml CSPays.os3
oder 0,1 pg/ml OVAjs764 fiir 18 Stunden stimuliert. AnschlieBend wurde die Platte
dreimal gewaschen und mit 2 pg/ml Biotin-konjugiertem anti-IFNy-Antikorper fiir zwei
Stunden bei 37°C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen wurde ein Avidin-
HRP-Konjugat (1:400) fiir eine Stunde bei 37°C zugegeben. Nach dreimaligem Waschen
wurde dann eine Substratldsung zugegeben. Diese enthdlt neben H>O, und NiCl das
Substrat Diaminobenzidin. Das bridunliche Produkt dieses Substrats geht nach der
enzymatischen Umsetzung nicht in Losung sondern bleibt im reaktiven Zentrum der

Peroxidase gebunden und erscheint in Form von dunklen Punkten (Spots). Nach
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Erreichen einer sichtbaren Farbung wird die Reaktion mit Wasser gestoppt. Die Zahl der
Spots mit Hilfe eines ELISPOT-Readers bestimmt werden kann. Das Ergebnis wird in
spot forming units (sfu, Zahl der spots pro 10° Zellen) angegeben.

3.4.10 Messung der Zellproliferation

Das Prinzip dieser Messung beruht darauf, dass sich teilende Zellen DNA synthetisieren.
Man stellt den Zellen einen radioaktiv markierten Baustein der DNA zur Verfiigung (*H-
Thymidin) und misst anschlieBend die Radioaktivitdt. Je stirker Zellen proliferieren,
desto mehr *H-Thymidin bauen sie ein, und desto hoher ist demzufolge die
Radioaktivitit.

Hier wurden jeweils 1x10° Milzzellen in einem Volumen von 200 pl je Vertiefung einer
96 Loch-Mikrotiterplatte eingesetzt. Zur Stimulation wurde das Fusionsmolekiil ACT-
CSP in einer Endkonzentration von 0,01 bis 1,0 ug/ml eingesetzt. Als Negativkontrollen
wurden die Milzzellen nur mit Medium sowie mit dem gesamten Protein Ovalbumin
(50 pg/ml) und mit dem Molekiil ACT-control (1,0 pg/ml) inkubiert. Als Positivkontrolle
dienten Milzzellen, die mit dem Peptid OVAjs726a (SIINFEKL) in einer
Endkonzentration von 0,1 pg/ml inkubiert wurden. Nach 48stiindiger Kultur wurden je
100 pl Uberstand abgenommen und *H-Thymidin (0,5 pCi je Vertiefung) fiir weitere 6
bis 12 Stunden zugegeben.

Fir die Messung der eingebauten Radioaktivitit wurden die Zellen mit einem
Zellerntegerit geerntet, wobei die Zellen mit Aqua dest. lysiert und durch einen
Gflasfaserfilter gesaugt wurden. Die DNA wurde dabei in dem Filter zuriickgehalten. Der
getrocknete Filter wurde mit Szintillationsfliissigkeit getrankt, die [B-Strahlung in
Lichtblitze umwandelt. Die Radioaktivitit wurde dann mit einem B-Counter bestimmt.
Die gemessene Radioaktivitdt wurde in Zerfdllen pro Minute (counts per minute, cpm)

angegeben.

3.4.11 Immunfluoreszenz

Aliquots von Ubernachtkulturen verschiedener Salmonellen-Stimme wurden auf
Objekttrager aufgetropft und getrocknet. Mit PBS/4%PFA wurden die Bakterien 15 Min
fixiert und anschlieBend mit PBS gewaschen. Mit Cohnll (humane IgG-Fraktion) wurden
20 Min unspezifische Bindungen geblockt. Die Samonellen wurden dann mit einem anti-

Salmonella Anti-O4,5 (Gruppe B) Kaninchenserum (DADE Behring) sowie einem
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monoklonalen anti-M45-Antikérper 30 Min inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit
PBS wurden als Zweitantikorper anti-Kaninchen IgG (Caltag) und anti-Maus IgG
(DAKO AS) fiir 30 Min zugegeben. Anscchlieend wurden die Objekttriger fiinf mal mit

PBS gewaschen, mit Permafluor betropft und einem Deckgldschen abgedeckt.

Tabelle 3.3: Verwendete Antikorper fiir die Immunfluoreszenz
Die Tabelle zeigt die in der Inmunfluoreszenz verwendeten

primédren und sekundidren Antikorper und deren Verdiinnung

Antikorper Verdiinnung
Maus anti-M45 1:200

Salmonella anti O-4,5 Kaninchenserum 1:500

anti-Kaninchen IgG - TRITC 1:100
anti-Maus IgG - FITC 1:100

3.4.12 Durchflusszytometrische Analysen

Durchflusszytometer sind optoelektrische Messsysteme, die optische Signal
unterschiedlicher Qualitdt (Lichtstreuung und Fluoreszenzsignale) detektieren. Im
Durchflusszytometer wird die zu analysierende Zellsuspension in Einzelzellsuspension
gebracht und die vereinzelten Zellen in Tropfchenform an einem Laserstrahl
vorbeigeleitet. Photomultiplikatoren messen dabei die Streuung des Laserlichts. Die
Vorwirtsstreuung korreliert mit der GroBle der Zellen, die seitliche Streuung mit der
Granularitdt. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kénnen zudem unterschiedliche
Zellpopulationen anhand ihres Repertoires an Oberflichenmarkern voneinander
abgegrenzt werden. Dafiir werden Zellen mit spezifischen Antikdrpern gefarbt, die gegen
verschiedene Oberflichenproteine der unterschiedlichen Zellpopulationen gerichtet und
mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind. Die gebrauchlichsten Fluorochrome sind
Phycoerythrin (PE), Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) und Allophycocyanin (APC).

Die Farbungen wurden bei 4°C durchgefiihrt. Pro Firbung wurden 2x10° bis 1x10° Zellen
pelletiert (1200 rpm, 4°C, 5 min). Die Fc-Rezeptoren der Zellen wurden mit 50 pl
Cohn II-Lésung zehn Minuten blockiert.

Fiir die Detektion CSP-spezifischer T-Zellen wurden 6-8x10° Zellen mit 4 pl eines
H2-K-Pentamers, das mit dem CSP-Peptid SYIPSAEKI beladen und mit dem
Fluorochrom APC markiert war, inkubiert. Nach zehn Minuten wurden die monoklonalen

Antikorper anti-CD8 (1:400) und anti-CD62L (1:200) oder anti-CD44 (1:200) fiir weitere
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30 Min zugegeben. Die Zellen wurden einmal in FACS-Puffer gewaschen, in 250 pl
PBS/4%PFA fixiert und anschlieBend im Durchflusszytometer analysiert.

Fiir die intrazellulire Firbung von Foxp3™ wurde das Foxp3-PE Staining Kit von
eBioscience nach den Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden 2-3x10° Zellen pro
Farbung eingesetzt. Vor der intrazelluliren Farbung mit einem anti-Foxp3-Antikorper,
wurden die Zellen auf der Oberfliche mit anti-CD4 (1:200) und anti-CD25 (1:100)
gefdrbt. Nach einmaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen iiber Nacht mit
Fixierungs/Permeabilisierungs-Losung (Foxp3 Staining Kit, eBioscience) permeabilisiert.
Nach einmaligem Waschen der Zellen mit Permeabilisierung-Puffer (Foxp3 Staining Kit,
eBioscience) wurde 0,3 pug anti-Foxp3-Antikorper fiir 30 Min zugegeben. AnschlieBend
wurden die Zellen zweimal mit Permeabilisierung-Puffer gewaschen, mit 250 pl
PBS/4%PFA fixiert und im Durchflusszytometer analysiert.

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe des Programms Cell Quest.

3.5 Tierversuche

Fir alle Versuche wurden weibliche, 6 bis 8 Wochen alte BALB/c- oder C57Bl/6-Mause

eingesetzt.

3.5.1 Immunisierung mit S. &yphimurium SB824

Fir die Immunisierung wurden S. #yphimurium SB824 (pST-TB) oder (pHR241) aus
einer Ubernachtkultur in 50 ml LB-Medium mit Antibiotika und 0,3M NaCl angeimpft
und bis zu einer Dichte von ODgy = 0.4 - 0,6 bei 37°C im Schiittler kultiviert. Die
Konzentration der Bakterien wurde anhand einer Standardkurve bestimmt, die zuvor mit
Hilfe ausplattierter verdiinnter Bakteriensuspensionen erstellt worden war. Die Bakterien
wurden pelletiert (4000 rpm, 20 Min, 4°C) und einmal mit PBS gewaschen. Das Pellet
wurde anschlieend in PBS aufgenommen.

Die Miuse erhielten je 5x10® Salmonellen in 200 ul. Die Bakteriensuspension wurde oral
mit Hilfe einer Knopfkaniile verabreicht. Deshalb wurde am Abend vor der
Immunisierung das Futter aus den Kéfigen entfernt, um eine optimale Aufnahme der
Bakteriensuspension zu erreichen. Die Mause wurden entweder einmal immunisiert, oder
sie erhielten dreimal an Tag 0, 3 und Tag 7 Salmonellen. Sechs Wochen nach der
Immunisierung wurden die Méuse entweder zur Organentnahme getotet, oder sie wurden

mit P. berghei Sporozoiten infiziert.
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3.5.2 Persistenzanalyse

Um zu untersuchen, ob und wie lange die Salmonellen in den Maiusen persistieren,
wurden infizierten Méusen die Milzen und Lebern sowie Stuhlproben entnommen. Diese
wurden in LB-Medium homogenisiert und iiber Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert,
um vorhandene Bakterien anzureichern. AnschlieBend wurden die Suspensionen in
verschiedenen Verdiinnungen auf LB-Agarplatten mit Kanamycin oder Kanamycin /
Ampicillin ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Anhand der gewachsenen
Kolonien konnte zwischen den rekombinanten Salmonellen und Salmonellen, die das

Plasmid pST-TB verloren hatten, unterschieden werden.

3.5.3 Immunisierung mit ACT-CSP
BALB/C- und C57Bl/6-Mause wurden mit 10 - 20 ug ACT-CSP oder 10 pg ACT-control

immunisiert. Das Adenylatcyclasekonstrukt wurde in 200 ul PBS intraperitoneal injiziert.
Einige Maiuse erhielten nach 21 Tagen eine Zweitimmunisierung. In einigen
Experimenten wurde der monoklonale Antikdrper anti-CTLA-4 (4F10) verabreicht. Dafiir
wurden einen Tag vor der priméren oder der zweiten Immunisierung 500 pg Antikorper
in 200 ul PBS intraperitoneal injiziert. Sieben Tage nach der letzten Immunisierung
wurden die Miuse entweder zur Organentnahme getotet, oder sie wurden mit P. berghei

Sporozoiten infiziert.

3.5.4 Infektion mit P. berghei

Fiir die Infektion immunisierter Mause wurden P. berghei Sporozoiten verwendet, die
frisch aus den Speicheldriisen von Anopheles-Miicken préipariert worden waren (wurden
zur Verfiigung gestellt von Dr. V. Heussler, BNI Hamburg). Die Sporozoiten wurden 20
bis 25 Tage nach Infektion der Miicken prépariert.

Die immunisierten Mause wurden mit je 1000 Sporozoiten in 100 pul PBS intravends
infiziert. Zwischen Tag 6 und 14 nach Infektion wurden regelméfig Blutausstriche aus
Schwanzblut gemacht, um die Parasitimie zu bestimmen. Dafilir wurden die Ausstriche
mit Wright's stain-Losung gefdarbt, und die Zahl der infizierten Parasiten wurde
mikroskopisch bestimmt. Die Parasitimie wird als prozentualer Anteil der infizierten

Erythrozyten an der Gesamtzahl der Erythrozyten angegeben.
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4 FErgebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Fidhigkeit zweier verschiedener Antigen-
Trigersysteme, eine CD8" T-Zell-Antwort gegen das Leberstadium der Malaria zu
induzieren, untersucht werden. Als Antigen wurde das Hauptoberflachenprotein der
Sporozoiten, das Circumsporozoiten-Protein (CSP) gewéhlt, da aus der Literatur bekannt
ist, dass IFNy-produzierende CSP-spezifische CDS8" T-Zellen einen Schutz gegen die
Sporozoiten-Infektion vermitteln konnen. Als Modell wurde die gut etablierte
Plasmodium berghei-Infektion, eine lethale Malaria-Infektion der Maus, gewéhlt. Dies
ermOglicht den Vergleich der hier untersuchten mit bereits beschriebenen Antigentragern.
Im Rahmen der Arbeit sollte untersucht werden, ob sich durch diese Antigentriger eine
CSP-spezifische CD8" T-Zellantwort induzieren ldsst, wie langlebig diese ist, und ob sie
eine sterile Immunitét erzeugen konnen. Die Arbeit ist in drei Teile gegliedert. Der erste
Teil beschreibt die Klonierung und den Einsatz von rekombinanten Salmonellen als
Antigentrager. Im zweiten Teil der Arbeit wird die Eignung der Adenylat-Cyclase aus
Bordetella pertussis als Antigentrager untersucht. Im dritten Teil wird die Kombination

der beiden Tragersysteme in einer heterologen prime/boost-Immunisierung beschrieben.

4.1 Immunisierung mit rekombinanten Salmonellen

Im Rahmen der Arbeit wurde ein rekombinanter Salmonellen-Stamm hergestellt, der ein
Fusionsmolekiill aus dem CSP-Fragment 231-260 und dem YopE-Fragment 1-138
exprimiert. YopE ist ein sehr gut charakterisiertes bakterielles Effektorprotein aus
Yersinia enterocolitica, das iiber den Typ III-Sekretionsapparat der Yersinien, aber auch
tiber den Typ IlI-Sekretionsapparat von Salmonellen, in das Zytosol eukaryotischer
Zellen transloziert wird. Die ersten 138 Aminosduren des Proteins sind ausreichend, um
eine Translokation des YopE-CSP-Fusionsmolekiils zu vermitteln. Der CSP-Teil enthilt
das MHC I-Epitop SYIPSAEKI (CSP245.253) (Romero et al., 1989). Es sollte untersucht
werden, ob dieses Epitop durch Translokation ins Cytosol von antigenprésentierenden
Zellen (APZ) gelangt und auf MHC Klasse [-Molekiilen prasentiert wird, und ob dadurch
eine CSP-spezifische CD8" T-Zell-Antwort induziert werden kann.

Der folgende Teil der Arbeit beschreibt die Klonierung der rekombinanten Salmonellen,
deren Charakterisierung in vitro und in vivo, sowie deren Potenzial, eine protektive

Immunantwort zu induzieren.
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4.1.1 Klonierung des Expressionsvektors pST-TB

Fiir die Expression des YopE-CSP-Fusionsmolekiils in Salmonellen wurde der Vektor

pST-TB hergestellt. Die Klonierung ist in Abb. 4.1 schematisch dargestellt.

—
(1) — pbCSP — pSG-pbCSP
[ —
PCR mit den Primern
"s-CSPI-BamHI" und "as-CSPI
Zwischenklonierung in pCR2.1
BamHI Xhol Sall

1
@ —{ CSP 231-260 lf pCR-CSP-B

BamHI/Sall-Restriktion und
Religation in pHR441

BamHI Xhol Sall
—> | H
S prser
-

PCR mit den Primern
"s-YopE-SacIl" und "as-CSPI-Xho/Sal"

Zwischenklonierung in pCR2.1

Sacll Xhol Sall

| ¥

Sacll/Xhol-Restriktion und
Religation in pHR319

Sacll Xhol

YopE 1-138 csP231-260 | M45 }— pST-TB

Abb. 4.1) Schema der Klonierungsstrategie fiir den Vektor pST-TB

Ausgehend vom Vektor pSG-pbCSP wurde die Sequenz CSPj3154 mittels PCR amplifiziert.
Das PCR-Produkt wurde iiber die eingefiigten Schnittstellen durch einen Restriktionsverdau mit
BamHI und Sall in den Vektor pHR441 am 3'-Ende der Sequenz von YopE, 35 eingesetzt.
Ausgehend vom resultierenden Plasmid pHR441-B wurde die YopE-CSP-Sequenz amplifiziert.
Das PCR-Produkt wurde mittels Restriktionsverdau mit Sacll und Xhol in den
Expressionsvektor pHR319 eingefiigt. Der resultierende Vektor pST-TB enthélt 3" der YopE-
CSP-Sequenz die Sequenz des M45-Tags. Zudem codiert der Vektor fiir das Chaperon SycE.
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Zunéchst wurde ein Fragment des P. berghei CSP amplifiziert. Das Protein besitzt im C-
terminalen Bereich (AS 245-253) ein H2-K* MHC I-Epitop (Romero et al., 1989). Fiir die
Klonierung wurde der Bereich CSP,3;.260 ausgewihlt, der neben dem CDS8-Epitop noch
dessen flankierende Sequenzen enthilt, um die korrekte Prozessierung im Proteasom zu
gewihrleisten. Als Template diente der Vektor pSG-pbCSP, der von Dr. Sarah Gilbert
(Wellcome Trust Centre for Human Genetics, University of Oxford, UK) zur Verfiigung
gestellt wurde. Der Vektor enthilt die komplette cDNA-Sequenz des P. berghei CSP. Mit
Hilfe der Primer ,,s-CSP [-BamHI* und ,,as-CSP I-Xhol/Sall* wurde die Sequenz von
CSP231.260 1n einer PCR amplifiziert, wobei durch die Primer 5” eine BamHI- und 3" eine
Xhol- und eine Sall-Schnittstelle eingefiihrt wurden. Das PCR-Produkt (110 bp, Abb. 4.2-
A) wurde in den Vektor pCR® 2.1 zwischenkloniert und sequenziert. Fiir die weitere
Klonierung wurde die Plasmid-DNA des Klons pCR-CSP-B/3 verwendet.

A B

—110bp

— 110bp

Abb. 4.2) Klonierung der CSP,;3;.,60 —DNA in den Vektor pHR441

A) Das CSP-Fragment CSP,3,.569 wurde in einer PCR mit den Primern ,,s-CSP [-BamHI* und
,»,as-CSP I-Xhol/Sall* vom Vektor pSG-pbCSP amplifiziert, dabei wurden eine 5’-BamHI- und
eine 3'-Xhol/Sall- Schnittstelle eingefiihrt. Das 2%ige Agarosegel zeigt das PCR-Amplifikat
mit der Grofie 110 bp (Spur 2). Spur 1: 100 bp DNA Ladder plus

B) Das 2%ige TAE-Agarosegel zeigt einen préparativen Restriktionsverdau der Vektoren
pHR441 (Spur 2) und pCR-CSP-B/3 (Spur 3) mit BamHI/Sall. Der Vektor pHR441 codiert ein
Fusionsmolekiil aus YopE; 33 und einem 850 bp groBen CSP-Fragment, welches mit
BamH1/Sall ausgeschnitten wurde. Aus dem Vektor pCR-CSP-B/3 wurde das 110 bp-Fragment
CSPy31.260 ausgeschnitten. Spur 1: 100 bp DNA Ladder plus

Als Template fiir den YopE-Teil diente der Vektor pHR441, der von Dr. Holger
Riissmann (Max von Pettenkofer-Institut, Ludwig-Maximilians-Universitidt, Miinchen)
zur Verfligung gestellt wurde. Der Vektor enthdlt die cDNA-Sequenz des
Y. enterocolitica YopE.135 als Fusionsmolekiil mit einem 850 bp groBen CSP-Fragment.

Uber einen Restriktionsverdau mit BamHI und Sall wurde das 850 bp CSP-Fragment
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ausgeschnitten und das Amplifikat von CSP»31.260 eingefligt. Abb. 4.2-B zeigt den
priparativen Verdau der Vektoren pHR441 und pCR-CSP-B/3. Fiir die weitere
Klonierung wurde die Plasmid-DNA des Klons pHR441-B/6 verwendet. Ausgehend vom
Plasmid pHR441-B/6 wurde in einer PCR mit Hilfe der Primer ,,s-YopE-Sacll* und ,,as-
CSP I-Xhol/Sall*“ die komplette YopE-CSP-Sequenz amplifiziert. Dabei wurde am 5'-
Ende eine Sacll-Restriktionsschnittstelle eingefiigt. Das PCR-Amplifikat (670 bp, Abb.
4.3-A) wurde in den Vektor pCR® 2.1 zwischenkloniert und sequenziert. Fiir die weitere

Klonierung wurde der Klon pCR-TB/21 ausgewahlt.

—6.1kb
Z 39kb —6.1kb
—1.7kb

— 670bp

— 670 bp — 670 bp

Abb. 4.3) Klonierung des YopE-CSP-Fragments in den Vektor pHR319

A) Das gesamte YopE. ;33 - CSPy31260 — Fragment wurde in einer PCR mit den Primern ,,s-
YopE-Sacll“ und ,,as-CSP I-Xhol/Sall“ ausgehend vom Vektor pHR441-B/6 amplifiziert.
Dabei wurde eine 5'-Sacll-Schnittstelle eingefiihrt. Das 1%ige Agarosegel zeigt das PCR-
Produkt (Spur 3) mit einer GréBe von 670 bp. Spur 1: 100 bp DNA Ladder plus, Spur 2: leer

B) Das 1%ige Agarosegel zeigt den préparativen Verdau der Vektoren pCR-TB/21 (Spur 2) und
pHR319 (Spur 3) mit Sacll und Xhol. pHR319 codiert ein YopE-LLO-Fusionsmolekiil von 1.7
kb, das durch den Restriktionsverdau ausgeschnitten und durch das 670 bp-Fragment YopE-
CSP aus dem Vektor pCR-TB/21 ersetzt wird. Spur 1: 100 bp DNA Ladder plus

C) Das 1%ige Agarosegel zeigt einen Kontrollverdau des Plasmids pST-TB/5 mit Sacll/Xhol.
Durch den Verdau wird das 670 bp groB3e YopE-CSP-Fragment ausgeschnitten (Spur 2). Spur 1:
100 bp DNA Ladder plus

Der Expressionsvektor fiir die Expression von YopE-CSP in Salmonellen basiert auf dem
Vektor pHR319, der von Dr. Holger Riissmann (Max von Pettenkofer-Institut, Ludwig-
Maximilians-Universitdt, Miinchen) zur Verfiigung gestellt wurde. Der Vektor codiert das
YopE-spezifische Chaperon SycE, welches fiir die Translokation des YopE-
Fusionsmolekiils erforderlich ist (Cheng et al., 1999), sowie die Sequenz fiir das
adenovirale Peptid M45, welches dem Nachweis des Fusionsmolekiils im Western Blot

und in der Immunfluoreszenz dient. Zudem trégt das Plasmid den /acZ-Promotor und ein
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Ampicillin-Resistenzgen. Die YopE-CSP-Sequenz wurde iiber einen Restriktionsverdau
mit Sacll und X#ol in den Vektor pHR319 eingefiigt. Abb. 4.3-B zeigt den priparativen
Verdau der Vektoren pHR319 und pCR-TB/21. Abb. 4.3-C zeigt einen Kontrollverdau
des resultierenden Expressionsvektors pST-TB mit den Enzymen Sacll/Xhol. Fiir die
Transformation in Salmonellen wurde der Klon pST-TB/5 ausgewéhlt. Im Anhang findet

sich eine Plasmidkarte des Vektors.

4.1.2 Expression des YopE-CSP-Fusionsmolekiils in Salmonellen

Mit dem Vektor pST-TB/5 wurden Salmonellen des Stammes S. typhimurium SB824
mittels Elektroporation transformiert. Salmonellen dieses Stammes sind aroA-defizient
und aufgrund ihrer Auxotrophie fiir bestimmte aromatische Metabolite in ihrer Virulenz
stark beeintrachtigt. Zudem trégt der Stamm zur Selektion ein Kanamycin-Resistenzgen.
Der  Erfolg der  Transformation  wurde  mittels  Kolonie-PCR  und
Kontrollrestriktionsverdau von Plasmid-DNA iiberpriift. Dann sollte im Western Blot
nachgewiesen werden, ob das YopE-CSP-Fusionsmolekiil exprimiert wird. Dafiir wurden
Aliquots der Bakterienpellets sowie Proteine der Kulturiiberstinde durch SDS-PAGE und
anschlieBenden Western Blot analysiert. Abb. 4.4-A zeigt einen Western Blot des Klons
SB824 (pST-TB)-3, der fiir alle folgenden Experimente verwendet wurde. Sowohl im
Bakterienpellet als auch im Kulturiiberstand lie3 sich das YopE-CSP-Fusionsmolekiil
durch einen monoklonalen anti-M45-Antikorper nachweisen. Die GroBe von ca. 24 kD
entspricht dem errechneten Molekulargewicht, wobei das Protein in der Pelletfraktion ein
etwas verdandertes Laufverhalten aufgrund der groflen Menge aufgetragener Bakterien-
suspension zeigt.

Zudem wurde die Expression des Fusionsmolekiils mittels Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Dafiir wurden Aliquots der nicht transformierten Salmonellen und des
Klons SB824 (pST-TB)-3 auf Objekttrager aufgebracht, fixiert und mit einem anti-
Salmonella O-4,5 Kaninchenserum sowie dem anti-M45-Antikdrper gefarbt. Abb. 4.4-B
zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der nicht transformierten Salmonellen und
des Klons SB824 (pST-TB)-3. Bei den nicht transformierten Salmonellen war
erwartungsgemill kein M45-Fusionsmolekiil nachweisbar, wéhrend der transformierte

Stamm mit dem anti-M45-Antikorper angefarbt werden konnte.
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Abb. 4.4) Nachweis der Expression des YopE-CSP-Fusionsmolekiils

A) Der Western Blot zeigt Aliquots von Bakterienpellet (Spur 1) und Uberstand (Spur 2) einer
Kultur des Klons S. typhimurium SB824 (pST-TB)-3. Das YopE-CSP-Fusionsmolekiil wurde
durch einen monoklonalen anti-M45-Antikorper nachgewiesen. Die GroBe von ca. 24 kD
entspricht der errechneten Grofe.

B) Aliquots des Klons S. typhimurium SB824 (pST-TB)-3 und der nicht transformierten
Salmonellen wurden auf einen Objekttriger aufgebracht, mit einem anti-Salmonella O-4,5
Kaninchenserum  (rot) und dem  anti-M45-Antikérper  (griin)  gefirbt  und

fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

4.1.3 In vitro Nachweis der Prozessierung und MHC I-Prisentation des CSP-
Epitops

Um eine CSP-spezifische T-Zellantwort zu induzieren, muss das YopE-CSP-
Fusionsmolekiil nicht nur ins Zytosol von antigenprisentierenden Zellen transloziert
werden, sondern dort auch korrekt prozessiert und auf MHC I-Molekiilen prisentiert
werden. Um dies zu iiberpriifen, wurde ein in vitro Antigenprisentationstest etabliert.

Da keine CSP-spezifische T-Zelllinie zur Verfligung stand, wurde eine BALB/c-Maus mit
Hilfe des Adenylatcyclase-Konstrukts ACT-CSP immunisiert. Die Wirkungsweise dieser
Immunisierung wird im zweiten Teil dieser Arbeit beschrieben (s. Kapitel 4.2). Durch
intraperitoneale Injektion von 20 pg ACT-CSP werden CSP-spezifische CD8" T-Zellen
induziert, die in Milz, Leber und Blut zu finden sind. Fiir den Antigenprisentationstest
wurden Milzzellen einer immunisierten Maus isoliert und mit P388D;—Zellen als APZ
stimuliert. Dabei handelt es sich um eine murine Makrophagen-éhnliche Zelllinie. Die
P388D;—Zellen wurden fiir zwei Stunden mit Salmonellen infiziert, dann mit
antibiotikahaltigem Medium griindlich gewaschen und als APZ zusammen mit den
Milzzellen in einem IFNY-ELISPOT eingesetzt. Sofern das YopE-CSP-Fusionsmolekiil

erfolgreich in die P388D;-Zellen transloziert und von diesen zur Prédsentation auf MHC I
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prozessiert wird, sollten hierbei aktivierte CSP-spezifische T-Zellen nachweisbar sein, die

IFNYy produzieren. Der Versuchsablauf ist in Abb. 4.5-A schematisch dargestellt.

20 yg ACT-CSP P388D1-Zellen
\ +
~ 1\ S. typhimurium SB824
G\~
pST-TB (CSP) Milz + P388D, n.inf. -|
oder p <0,0001
7 Tage pHR241 (p60) . ) ]
Milz + P388D.i. + Peptid = H
2 h Infektion ‘ i
Milzzellen Milz + P388D{CSP (MOI 0,1)

@@ ie} 3—%\?5 i&% Milz + P388D/CSP (MOI 1,0)

Milz + P388D,/CSP MOI 10)
:I p <0,0001
Milz + P388D,/ p60 (MOI 10)

I 1 1
0 500 1000 1500

T T | |15 T
@’@@ @@@' @@'@ IFNy sfu/ 10° Milzzellen

ELISPOT

Abb. 4.5) In vitro Antigenpriisentationstest

A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Eine BALB/c-Maus wurde durch intraperitoneale
Injektion von 20 pg ACT-CSP immunisiert. Nach sieben Tagen wurden die Milzzellen der Maus
isoliert. Als APZ dienten P388D,-Zellen, die zuvor entweder mit dem Stamm S. typhimurium SB824
(pST-TB) oder (pHR241) infiziert worden waren. Die infizierten P388D1 wurden zusammen mit den
Milzzellen der immunisierten Maus inkubiert und die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen wurde
mittels ELISPOT bestimmt.

B) Gezeigt ist das Ergebnis eines IFNy-ELISPOT. Die Balken représentieren die Mittelwerte und SEM
aus Triplikaten. Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) ermittelt.

Gezeigt ist eines von zwei Experimenten.

Das Ergebnis des Antigenprisentationstests ist in Abb. 4.5-B gezeigt. Die Inkubation der
Milzzellen mit den nicht infizierten P388D;—Zellen fiihrte zu keiner Aktivierung der
Milzzellen. Ebenso waren keine IFNy-produzierenden Zellen nachweisbar, wenn die
P388D;-Zellen mit dem Kontrollstamm S. #yphimurium SB824 (pHR241), der das
Antigen p60 aus Listerien als YopE-Fusionsmolekiil exprimiert, infiziert wurden. Die
Stimulation der Milzzellen mit dem CSP-Peptid SYIPSAEKI fiihrte als Positivkontrolle
erwartungsgemdll zu einer starken Aktivierung mit etwa 1000 sfu (spot forming units pro
10° Zellen). Die Infektion der APZ mit dem YopE-CSP-exprimierenden Salmonellen-
Stamm SB824 (pST-TB) schlieBlich fiihrte ebenfalls zu einer gesteigerten Anzahl an
IFNYy-Produzenten. Dabei wurden in Abhédngigkeit von der Zahl der Salmonellen bis zu

400 sfu gemessen.
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Mit diesem in vitro-Antigenprisentationstest konnte gezeigt werden, dass es zu einer
korrekten Prozessierung des YopE-CSP-Fusionsmolekiils kommt, und dass das CSP-

Epitop SYIPSAEKI auf MHC [-Molekiilen prisentiert wird.

4.1.4 Persistenz der rekombinanten Salmonellen in BALB/c-Miusen und

Plasmidstabilitit

Fiir die orale Immunisierung von Mausen wurde die in der Literatur fiir diesen Stamm
angegebene Dosis von 5x10° Salmonellen eingesetzt (Riissmann et al., 2001). Diese
Dosis war fiir die BALB/c-Miuse gut vertrdglich, und sie zeigten keine
Krankheitssymptome. Um zu {iberpriifen, ob die attenuierten Salmonellen {iberhaupt in
der Lage sind, BALB/c-Méuse zu infizieren und in verschiedene Organe zu
disseminieren, wurde eine Persistenzanalyse durchgefiihrt. Dafiir wurden Gruppen von
Miusen mit je 5x10° Salmonellen des Stamms SB824 (pST-TB)-3 oral infiziert. Nach 1,
3 und 5 Tagen wurden Proben von Milz, Leber und Stuhl der Miuse entnommen,
homogenisiert und in LB-Medium 24 Stunden bei 37°C inkubiert, um vorhandene
Bakterien anzureichern. Die Suspensionen wurden dann in verschiedenen Verdiinnungen
auf LB-Agarplatten mit verschiedenen Antibiotika ausplattiert. So konnte zwischen den
mit pST-TB transformierten Salmonellen (Ampicillin-/Kanamycin-resistent) und den
Salmonellen, die das Plasmid verloren hatten (Kanamycin-resistent) unterschieden
werden. Tabelle 4.1 fasst die Ergebnisse der Persistenzanalyse zusammen. Wie aus Tab.
4.1 ersichtlich wird, verlief die Infektion von BALB/c-Méiusen mit dem Stamm SB&24
(pST-TB) sehr unterschiedlich. Obwohl zunichst alle Miuse infiziert sind, konnen die
Salmonellen aufgrund ihrer Attenuierung zum Teil Leber und Milz nicht besiedeln oder
werden dort schnell entfernt. Auch die Plasmidstabilitdt ist unterschiedlich. So ist das
Plasmid pST-TB in diesem Experiment schon nach fiinf Tagen nicht mehr nachweisbar,
in einigen Miusen geht es schon frither verloren. In anderen Experimenten wurden jedoch
noch an Tag 20 nach Infektion in einzelnen Méusen Salmonellen mit dem Plasmid pST-
TB im Stuhl nachgewiesen. Die Infektion verlduft also extrem unterschiedlich. Diese
individuellen Unterschiede stellen vermutlich einen limitierenden Faktor fiir die Effizienz

der Salmonellen als Antigentréger dar.
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Tab. 4.1) Persistenzanalyse des S. typhimurium Stammes SB824 (pST-TB)

BALB/c-Miuse wurden mit 5x10° S. typhimurium SB824 (pST-TB) oral infiziert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden Proben von Stuhl, Milz und Leber entnommen und
homogenisiert. Nach 24 h Inkubation bei 37°C wurden die Suspensionen auf LB-Platten mit
verschiedenen Antibiotika ausplattiert.

Symbole:  + bedeutet Nachweis von Salmonellen / des Plasmids pST-TB;

- bedeutet keine Salmonellen / kein Plasmid nachweisbar

Stuhl Milz Leber
Tag 1 p.i. Maus 1 +/+ -/- -/-
2 +/+ +/- +/+
3 +/+ -/- A
Tag 3 p.i. Maus 1 +/- +/- -/-
2 +/+ +/+ +/+
3 +/+ +/- -/-
Tag 5 p.i. Maus 1 +/- -/- -/-
2 -/- -/- -/-
3 +/- -/- -/-

4.1.5 Immunisierung von BALB/c-Miusen mit S. typhimurium SB824 (pST-TB)

Nachdem in vitro gezeigt wurde, dass eine Translokation des YopE-CSP-
Fusionsmolekiils in das Zytosol eukaryotischer Zellen und eine anschlieBende
Priasentation auf MHC I - Molekiilen stattfindet, wurde nun untersucht, ob durch die
Immunisierung eine CSP-spezifische CD8" T-Zellantwort induziert werden kann. Dafiir
wurden BALB/c-Miuse oral mit 5x10° rekombinanten Salmonellen immunisiert. Nach
sechs Wochen wurden Milzzellen isoliert, und die Zahl der IFNy-produzierenden CSP-
spezifischen T-Zellen wurde im ELISPOT bestimmt. Abb. 4.6 fasst die Ergebnisse aus
zwei unabhidngigen Experimenten zusammen.

Dabei zeigt sich, dass durch die Immunisierung mit den rekombinanten Salmonellen zwar
in fast allen Méusen eine CSP-spezifische Antwort induziert wurde, deren Mittel bei etwa
350 IFNy sfu liegt. Aber es wird auch deutlich, dass die Effizienz der Immunisierung sehr
unterschiedlich ist. So wvariiert die CSP-spezifische T-Zellantwort in den einzelnen
Maiusen zwischen 100 und 1200 sfu in der Milz. Diese Zahlen korrelieren mit der Dauer

der Infektion der einzelnen Méuse, d.h. die Miuse, in deren Ausscheidungen am lédngsten
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Salmonellen nachgewiesen werden konnten, zeigten die hochsten T-Zellantworten (Daten

nicht gezeigt).
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Abb. 4.6) IFNy-ELISPOT von Milzzellen aus BALB/c nach Immunisierung mit
S. typhimurium SB824 (pST-TB)

BALB/c-Miuse wurden einmal oral mit 5x10° S. typhimurium SB824 (pST-TB) immunisiert.
Sechs Wochen nach Immunisierung wurden aus den Méusen Milzzellen aufgereinigt, und die
Zahl der CSP-spezifischen IFNy-produzierenden T-Zellen wurde mittels ELISPOT bestimmt. Je
2.,5x10° Milzzellen wurden mit Medium, dem CSP-Peptid II (CSPs7.79) oder dem CSP-Peptid I
(CSPy45.553) stimuliert. Jeder Messpunkt reprasentiert den Mittelwert aus Triplikaten von je einer
Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aus allen Méusen einer Gruppe an. Die Signifikanz
wurde mit dem Student’s t-Test berechnet (unpaired, one-tailed).

Dargestellt ist eine Zusammenfassung aus zwei unabhingigen Experimenten.

Um dieses Problem der stark heterogenen Infektion der Miuse zu iiberwinden, wurden in
den folgenden Experimenten die Salmonellen dreimal im Abstand von drei Tagen
verabreicht. Dadurch sollte die Persistenz der Salmonellen und die Gegenwart des
Antigens verldngert werden. Jeweils sechs Wochen nach Immunisierung wurden
Milzzellen isoliert, und die Zahl der CSP-spezifischen IFNy-produzierenden T-Zellen
wurde mittels ELISPOT bestimmt. In Abb. 4.7 sind die einmalige und die dreimalige
Immunisierung von BALB/c-Miusen mit den rekombinanten Salmonellen
gegentibergestellt. Dabei zeigt sich, dass die wiederholte Gabe der rekombinanten
Salmonellen zu einer signifikanten Steigerung der CSP-spezifischen T-Zellantwort fiihrt,
die bei den dreifach immunisierten Méusen im Mittel bei etwa 750 IFNy sfu liegt.
Allerdings verbesserte die dreimalige Gabe der Salmonellen nicht die Homogenitét der

Immunantwort zwischen den einzelnen Méusen, sie variierte zwischen 250 und 1250 sfu.
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Das Problem der starken individuellen Unterschiede liegt vermutlich in der individuellen

Immunreaktion gegen den Antigentrager begriindet.
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Abb. 4.7) IFNy-ELISPOT von Milzzellen nach ein- bzw. dreimaliger Immunisierung mit
S. typhimurium SB824 (pST-TB)

BALB/c-Miuse wurden an Tag 0, 3 und 7 oder nur an Tag 7 mit je 5x10° Salmonellen oral
immunisiert. Nach sechs Wochen wurden die Milzzellen der Méuse isoliert, und die Zahl der
CSP-spezifischen T-Zellen wurde mittels ELISPOT bestimmt. Gezeigt ist die Zahl der IFNy-
produzierenden T-Zellen nach Stimulation mit dem CSPys.,s53-Peptid. Jeder Messpunkt
reprasentiert den Mittelwert aus Triplikaten von je einer Maus. Die Querbalken geben den
Mittelwert aus allen Méusen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test
(unpaired, two-tailed) ermittelt.

Dargestellt ist eine Zusammenfassung aus drei unabhédngigen Experimenten.

IFNy-produzierende CD8" T-Zellen gelten als Hauptakteure der protektiven
Immunantwort gegen das Leberstadium der Malaria. Jedoch werden in Folge der
Immunisierung auch CSP-spezifische CD8" T-Zellen mit anderen Effektorfunktionen
induziert, die z.B. zytotoxische Aktivitdit haben oder andere Zytokine wie TNF-a
produzieren konnen. Um diese antigenspezifischen T-Zellen zu detektieren, wurde die
Technik der MHC-Multimer-Farbung in der Durchfluzytometrie genutzt. Dafiir wurde
ein H2-K¢ - Pentamer verwendet, das mit dem Peptid SYIPSAEKI (CSP24s5.253) beladen
wurde. Das Pentamer wurde zudem mit dem Farbstoff Allophycocyanin (APC) markiert,
und konnte somit in der DurchfluBzytometrie detektiert werden. Mit diesem
H2-K®/ SYIPSAEKI - Pentamer lassen sich einzelne T-Zellen, deren T-Zellrezeptor
spezifisch das CSP-Epitop SYPSAEKI erkennt, detektieren und analysieren.
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ADbb. 4.8) Durchflufizytometrische Analyse CSP-spezifischer T-Zellen

Zellen aus Milz und Leber von BALB/c-Miusen, die einmal oder dreimal mit 5x10° SB824
(pST-TB) immunisiert worden waren, wurden mit einem H2-K¢/ CSPy45.053 - Pentamer sowie
anti-CDS8- und anti-CD62L-Antikdrpern geférbt und im DurchfluBzytometer analysiert.

A) Gezeigt sind Beispielfarbungen von Zellen aus einer naiven und einer dreimal immunisierten
Maus. Die linken vier Diagramme zeigen die Pentamer/CD8-Farbung von Gesamtlymphozyten.
Der Hintergrund an Pentamer’ Zellen in der CD8” Population wird hauptsichlich durch B-Zellen
verursacht (Daten nicht gezeigt). Die beiden rechten Diagramme zeigen die CD62L/Pentamer-
Firbung von CD8" Zellen.

B) Die Diagramme fassen die Frequenz von aktivierten CSP-spezifischen CD8" T-Zellen in
Milz und Leber von einmal bzw. dreifach immunisierten Mé&usen sechs Wochen nach
Immunisierung zusammen. Jeder Messwert reprasentiert eine Maus, die Balken geben die

Mittelwerte aller Messwerte einer Gruppe an.
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Abb. 4.8-A zeigt Beispielfarbungen von Milz- und Leberzellen aus immunisierten
Maiusen mit dem Pentamer sowie anti-CD8 und anti-CD62L. CD62L (L-Selectin) ist ein
Homingrezeptor von Lymphozyten, der auf aktivierten T-Zellen von der Oberfldche
low

verschwindet und somit der Unterscheidung von aktivierten (CD62L

bzw. naiven (CD62Lhigh) T-Zellen dient. Aktivierte CSP-spezifische T-Zellen konnten in

) und ruhenden

Milz, Leber und Blut (nicht gezeigt) von immunisierten Maiusen nach ein- und
dreimaliger Immunisierung nachgewiesen werden. Die orale Immunisierung mit den
rekombinanten Salmonellen induziert also eine systemische Immunantwort. Dabei ist vor
allem die Priasenz der CSP-spezifischen T-Zellen in der Leber von Bedeutung, da dieses
Organ das Ziel der Sporozoiten ist.

In Abb. 4.8-B ist die Gesamtzahl der CSP-spezifischen CD8" T-Zellen nach einmaliger
oder dreimaliger Immunisierung mit SB824 (pST-TB) dargestellt. Auch hier zeigt sich
eine deutliche Steigerung der CSP-spezifischen T-Zellantwort durch wiederholte
Applikation der Bakterien. Durch Vergleich der ELISPOT-Daten mit den Pentamer-
Féarbungen ergibt sich, dass der Anteil der IFNy-Produzenten an der Gesamtzahl der CSP-
spezifischen T-Zellen der einzelnen Méuse zwischen 10% und 60% schwankt.

In keinem Experiment konnten CSP-spezifischen T-Zellen nachgewiesen werden, die die
Ty2-Zytokine I1L-4 oder IL-10 sezernierten (Daten nicht gezeigt). Die durch die

Salmonellen induzierte Immunantwort ist also Ty1-basiert.

4.1.6 Memory-Antwort nach Immunisierung mit SB824 (pST-TB)

Neben der Aktivierung von Effektor-T-Zellen ist eine weitere wichtige Frage, ob eine
Immunisierung eine Memory-Antwort induziert. Im folgenden Experiment wurden
BALB/c-Méuse dreimal mit SB824 (pST-TB) immunisiert. Nach 6 bzw. 14 Wochen
wurde mittels IFNy-ELISPOT und Pentamer-Féarbung die Zahl der CSP-spezifischen T-
Zellen in Milz, Leber und Blut bestimmt und deren Phinotyp analysiert.

In Abb. 4.9-A ist das Ergebnis des IFNy-ELISPOT dargestellt. Die Zahl der CSP-
spezifischen T-Zellen nimmt nach der sechsten Woche nach Immunisierung nur noch
leicht ab. Die Zahl der CSP-spezifischen IFNy-Produzenten liegt drei Monate nach
Immunisierung im Mittel immer noch bei ca. 500 sfu. Wahrend die Zahl der CSP-
spezifischen T-Zellen also relativ konstant bleibt, verdndert sich hingegen der Phéanotyp
der Zellen. Wie in Abb. 4.9-B bis 4.9-D dargestellt, nimmt in allen Organen der Anteil
der CD62L hoch exprimierenden Memory-Zellen zu. CD62L (L-Selectin) ist auf
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Memory-T-Zellen unterschiedlich exprimiert. Die so genannten zentralen Memory-T-
Zellen (Tcwm), die sich vor allem in lymphatischen Organen finden, exprimieren CD62L
hoch, wohingegen die so genannten Effektor-Memory-T-Zellen (Tgm), die sich vor allem
in der Peripherie befinden, CD62L nur gering oder gar nicht exprimieren. Den beiden
Memory-Zellpopulationen werden auch unterschiedliche Funktionen zugeschrieben. Tgy
konnen schnell Effektorfunktionen, wie die Sekretion von Zytokinen oder zytotoxische
Aktivitdt, ausiiben. Tcy sind vor allem durch eine starke IL-2-Produktion und

Proliferation nach Antigen-Kontakt gekennzeichnet.
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ADbb. 4.9) Memory-T-Zellantwort nach Immunisierung mit S. typhimurium SB824 (pST-TB)
BALB/c-Méuse wurden dreimal oral mit S. typhimurium SB824 (pST-TB) immunisiert (Tag 0, 3 und
7). Nach sechs bzw. 14 Wochen wurden Milz- und Leberzellen isoliert und Blut abgenommen.

A) Die Zahl der IFNy-produzierenden CSP-spezifischen T-Zellen wurde mittels IFNy-ELISPOT
bestimmt. Gezeigt ist die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen nach Stimulation mit dem CSPy4s5.53
Peptid. Jeder Messpunkt repréasentiert den Mittelwert aus Triplikaten von je einer Maus. Die Querbalken
geben den Mittelwert aus allen Méusen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-
Test (unpaired, two-tailed) berechnet.

B) — D) Zellen aus Milz (B), Leber (C) und peripherem Blut (D) wurden mit einem H2-K¢ /
CSPy4s5.253 -Pentamer sowie anti-CD8- und anti-CD62L-Antikdrpern geférbt und im Durchflufizytometer
analysiert. Gezeigt ist der Anteil von CD62L hoch- und niedrig-exprimierenden CSP—spezifischen,
CDS8" T-Zellen sechs bzw. 14 Wochen nach Immunisierung. Die Balken reprisentieren den Mittelwert

mit SEM aller Méuse einer Gruppe (6w: n=3; 14w: n=5).
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In allen Organen bilden zum Zeitpunkt sechs Wochen nach Immunisierung die CD62L
niedrig exprimierenden CSP-spezifischen T-Zellen die grofite Population, dabei handelt
es sich also um Effektor- und Effektor-Memory-T-Zellen. Danach nimmt der Anteil der
Tcwm in allen Organen zu. Drei Monate nach Immunisierung bilden in der Milz die Tey die
grofite Population. In der Leber hingegen iiberwiegen nach drei Monaten immer noch die
Tem. Im Blut halten sich beide Populationen etwa die Waage.

Es konnte also gezeigt werden, dass durch die Immunisierung mit den rekombinanten
Salmonellen eine systemische Immunantwort induziert wird, in deren Folge es zur

Ausbildung einer Memory-Antwort kommt.

4.1.7 Protektion nach Immunisierung mit S. fyphimurium SB824 (pST-TB)

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Immunisierung mit den rekombinanten
Salmonellen eine protektive Immunitét, also einen Schutz gegen eine P. berghei-Infektion
vermittelt. Dafiir wurden BALB/c-Méuse dreimal mit SB824 (pST-TB) oder dem
Kontrollstamm SB824 (pHR241), der das Listerien-Antigen p60 als YopE-
Fusionsmolekiil exprimiert, immunisiert. Sechs Wochen nach Immunisierung wurden die
Maiuse intravends mit 1000 P. berghei Sporozoiten infiziert, und der Verlauf der Infektion
wurde anhand von Blutausstrichen verfolgt. In Abb. 4.10-A ist die Uberlebensrate und -
dauer der Tiere dargestellt. Abb. 4.10-B zeigt die Hohe der Parasitimie an Tag 12 nach
Infektion.

Miuse, bei denen Parasiten ins Blut gelangen, iiberleben die Infektion nicht. Bei der
P. berghei-Infektion geniigen vermutlich schon einige wenige infizierte Leberzellen, die
Merozoiten ins Blut freisetzen, fiir einen lethalen Ausgang der Infektion. Dies ist ein
Unterschied im Vergleich zur P. falciparum-Infektion des Menschen.

Das Experiment zeigt, dass die induzierte Immunantwort nicht ausreichend ist, um einen
signifikanten Schutz vor einer P. berghei-Infektion zu vermitteln. Lediglich eine von fiinf
Mausen, die mit dem Stamm SB824 (pST-TB) immunisiert wurden, entwickelte bis zum
Ende des Experiments keine Parasitdmie, d.h. der Eintritt der Parasiten in die Blutphase
wurde verhindert. Die anderen Maduse dieser Gruppe zeigten einen signifikant
verlangsamten Anstieg der Parasitimien und eine etwas lingere Uberlebensdauer im
Vergleich mit den nicht immunisierten Kontrollméusen. Jedoch war dieser Effekt auch
bei den Maiusen zu beobachten, die mit dem Kontrollstamm SB824 (pHR241)

immunisiert worden waren. Man kann also davon ausgehen, dass zu dem verlangsamten
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Verlauf der Infektion nicht nur die CSP-spezifische T-Zellantwort sondern auch eine

unspezifische Aktivierung des angeborenen Immunsystems infolge der Salmonellen-

Infektion beitragt.
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Abb. 4.10) Parasitimien nach Infektion mit P. berghei Sporozoiten

BALB/c-Méuse wurden dreimal oral mit S. #yphimurium SB824 (pST-TB) oder dem Kontrollstamm
SB824 (pHR241) immunisiert (Tag 0, 3 und 7). Eine Kontrollgruppe erhielt einmal oral 200ul PBS.
Sechs Wochen nach Immunisierung wurden die Mause mit 1000 P. berghei Sporozoiten intravends
infiziert. Das Experiment wurde an Tag 26 p.i. beendet.

A) Dargestellt sind Uberlebensdauer und Uberlebensrate der Tiere nach P. berghei-Infektion.

n = Anzahl der Tiere pro Gruppe

B) Blutausstriche der infizierten Méuse wurden gefarbt (Wright's stain), und die Zahl der infizierten
Erythrozyten wurde bestimmt (Parasitimie = Zahl der infizierten Erythrozyten / Gesamtzahl der
Erythrozyten). Dargestellt sind die Parasitimien der Méuse an Tag 12 p.i. Gezeigt ist eines von zwei

Experimenten.
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4.2 Immunisierung mit der rekombinanten Adenylatcyclase ACT-CSP

Die Bordetella pertussis Adenylatcyclase (ACT) ist ein bakterielles Toxin, das seine
katalytische Doméne in das Cytosol eukaryotischer Zellen, speziell CD11b/CDI18
exprimierender antigenpriasentierender Zellen, translozieren kann. Aufgrund dieser
Féhigkeit kann die Adenylatcyclase als Tragermolekiil fiir Peptide genutzt werden, die in
das MHC I-Kompartiment eingeschleust werden sollen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird die Verwendung des rekombinanten Adenylatcyclase-
Fusionsmolekiils ACT-CSP zur Immunisierung gegen die Malaria-Infektion beschrieben.
Die Klonierung und Aufreinigung des Molekiils wurde in der Gruppe von Dr. Peter Sebo
(Institut fir Mikrobiologie, Akademie der Wissenschaften der Tschechischen Republik,
Prag, CZ) durchgefiihrt. In der Abb. 4.11 ist das Molekiil schematisch dargestellt.

OVA CSP
| |
108 336
katalytische porenbildende Calcium-bindende Sekretions-
Doméne Region Doméne signal

Abb. 4.11) Das B. pertussis Adenylatcyclase-Fusionsmolekiil ACT-CSP

Die Bordetella pertussis Adenylatcyclase besteht aus drei funktionellen Doménen. Innerhalb der
katalytischen Doméne wurden zwei verschiedene Peptidsequenzen eingefiigt. Zwischen AS 107/108
wurde die Sequenz OV Ajss.pe6, die das CD8-Epitop SIINFEKL (OVAjs7.264) des Ovalbumin enthélt,
sowie zwischen AS 335/336 die Sequenz CSPy39.,59, die das CD8-Epitop SYIPSAEKI (CSPy4s5.253)
enthdlt, eingefiihrt. Zudem wurde die katalytische Aktivitit des Toxins durch die Aminosdureinsertion

188GlyPhel89 inhibiert.

In das Fusionsmolekiil wurden zwei Peptide eingefiigt, zum einen die Sequenz CSP»39.259
aus P. berghei, die das CD8-Epitop SYIPSAEKI (CSP45.53) mit seinen flankierenden
Sequenzen enthilt, zum anderen die Sequenz OV Ajss.66, die das CD8-Epitop SIINFEKL
(OV Ajs7.264) des Hithnerovalbumin enthélt. Die Sequenzen wurden an den Positionen 336
und 108 innerhalb der katalytischen Doméne eingefiigt. Zudem wurde die katalytische
Aktivitdt des Toxins durch eine Insertion der Aminosduren Glycin und Phenylalanin an
Position 188/189 inhibiert. Das Fusionsmolekiil wurde in E. coli exprimiert und tiber

verschiedene Chromatographie-Verfahren gereinigt (Tartz et al., 2006). Im folgenden
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Abschnitt der Arbeit sollen die in vitro Charakterisierung des Fusionsmolekiils und die

Ergebnisse der Immunisierungen mit ACT-CSP beschrieben werden.

4.2.1 In vitro Charakterisierung des Fusionsmolekiils ACT-CSP

Zunichst sollte in vitro gezeigt werden, ob das ACT-CSP Fusionsmolekiil biologisch
aktiv ist, und ob die eingefiigten Peptide in das Cytosol eukaryotischer Zellen transloziert
und auf MHC I - Molekiilen priasentiert werden. Dafiir wurden das SIINFEKL-Epitop
(OVAjs7.064) des ACT-CSP und Milzzellen aus OT-1-Méusen genutzt. Die CDS8"
T-Zellen der OT-1-Maus tragen einen transgenen T-Zell-Rezeptor, der spezifisch das
SIINFEKL-Peptid auf MHC I - Molekiilen vom Haplotyp H2-K" erkennt. OT-1 T-Zellen
sollten sich also durch ACT-CSP aktivieren lassen, wenn das Peptid transloziert und
korrekt prozessiert wird.

Im folgenden Experiment wurden Milzzellen aus einer naiven OT-1 Maus mit ACT-CSP
inkubiert. AnschlieBend wurde die Proliferation der T-Zellen mittels *H-Thymidin-Einbau
(Abb. 4.12-A) und IFNy-produzierende Zellen mittels ELISPOT (Abb. 4.12-B) detektiert.

A B

Medium Medium
OVA Protein 50 pg/ml OVA Protein 50 pg/ml
ACT-control 1.0 yg/ml ACT-control 1.0 pg/ml
ACT-CSP0.01 pg/ml ACT-CSP0.01 pg/ml
ACT-CSP 0.1 pg/ml ACT-CSP 0.1 pg/ml
ACT-CSP 1.0 pg/ml ACT-CSP 1.0 pg/ml

SINFEKL 0.1 pg/ml - — SINFEKL 0,01 pg/mi - h

T T 1 T T T T 1
0 15000 30000 45000 0 500 1000 1500 2000 2500

Proliferation in cpm IFNy SFU/ 10 Milzzellen

Abb. 4.12) In vitro Proliferation und IFNy-Produktion von OT-1 T-Zellen

OT-1 Milzzellen wurden in vitro mit verschiedenen Mengen ACT-CSP sowie den angegebenen
Mengen OV Aj,s7.564 -Peptid, Ovalbumin und einem Kontroll-ACT-Fusionsmolekiil stimuliert.

A) Nach 48 h wurde die Proliferation der Zellen durch den Einbau von *H-Thymidin gemessen. Die
Balken geben die Mittelwerte aus Triplikaten mit der SEM an.

B) Nach 18stiindiger Inkubation wurde die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen im ELISPOT
bestimmt. Die Balken geben die Mittelwerte aus Triplikaten mit der SEM an.

Gezeigt ist eines von zwei unabhéngigen Experimenten.
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Die Ergebnisse aus Proliferationstest und IFNy-ELISPOT zeigen, dass ACT-CSP
biologisch aktiv ist und seine katalytische Doméne mit den eingefligten Peptiden in das
Zytosol eukaryotischer Zellen transloziert. Die Stimulation von OT-1 Milzzellen mit dem
Fusionsmolekiil fiihrt zur spezifischen Aktivierung von OT-1 T-Zellen, die darauthin
proliferieren und IFNYy sezernieren. Die Stirke der Aktivierung ist abhingig von der
Konzentration des Fusionsmolekiils. Das Kontroll-Fusionsmolekiil ACT-control, das
nicht das SIINFEKL-Epitop enthélt, fiihrt nicht zu einer Aktivierung der OT-1 T-Zellen
ebenso wie das Protein Ovalbumin, das nicht ins zytosolische Kompartiment gelangt. Der
beobachtete Effekt ist also antigenspezifisch und abhingig von der Translokation des

Antigens.

4.2.2 Immunisierung von C57Bl/6- und BALB/c-Miusen mit ACT-CSP

Nachdem die Aktivitdt des Fusionsmolekiils in vitro demonstriert werden konnte, wurden
nun C57Bl/6- und BALB/c-Méuse durch eine intraperitoneale Injektion mit ACT-CSP
immunisiert. C57Bl/6-Miuse besitzen MHC I — Molekiile vom Haplotyp H2-K®, die das
OVAjs7.264 Epitop SIINFEKL prasentieren konnen. BALB/c-Méduse haben hingegen
MHC I — Molekiile vom Haplotyp H2-Kd, die das P. berghei (CSPj4s.,53-Epitop
SYIPSAEKI présentieren konnen.

In Abb. 4.13-A ist die Zahl der OVA-spezifischen IFNy-produzierenden Milzzellen
sieben Tage nach einer Immunisierung von C57Bl/6-Méusen mit 10 pg ACT-CSP
dargestellt. Es konnten OV A-spezifische IFNy-Produzenten mit einer Frequenz von etwa
300 sfu nachgewiesen werden. Die Immunisierung mit dem Kontrollmolekiil ACT-
control, das die SIINFEKL-Sequenz nicht enthilt, fiihrte erwartungsgemal nicht zu einer
Induktion IFNy-produzierender Zellen. In Abb. 4.13-B ist das Ergebnis einer
Immunisierung von BALB/c-Médusen mit ACT-CSP dargestellt. Dabei wurden zwei
Antigendosen miteinander verglichen und die Zahl der IFNy-Produzenten bestimmt. Nach
Immunisierung mit 10 pg ACT-CSP lag die Zahl der CSP-spezifischen IFNy-
produzierenden Milzzellen bei etwa 400 sfu, nach Immunisierung mit 20 pg bei etwa 600
sfu. Deshalb wurde fiir alle folgenden Experimente eine Antigendosis von 20 pg gewihlt.
Diese Experimente haben gezeigt, dass das ACT-CSP-Fusionsmolekiil auch in vivo eine
immunogene Wirkung besitzt und eine Aktivierung sowohl OVA- als auch CSP-

spezifischer CD8" T-Zellen induzieren kann.
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ADbb. 4.13) Immunisierung von C57Bl/6- und BALB/c-Miiusen mit ACT-CSP

A) C57Bl/6-Miuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 10 pg ACT-control oder
10 pg ACT-CSP immunisiert. Sieben Tage nach Immunisierung wurden Milzzellen préipariert,
und mittels eines ELISPOT wurde die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen bestimmt. Gezeigt
ist die Zahl der I[FNy-produzierenden T-Zellen nach Stimulation mit dem OVAjs;.064 -Peptid
SIINFEKL. Die Balken geben den Mittelwert und SEM aller Mause einer Gruppe an (n = 3).

B) BALB/c-Miuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 10 oder 20 pg ACT-CSP
immunisiert. Sieben Tage nach Immunisierung wurden Milzzellen pripariert, und mittels eines
ELISPOT wurde die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen bestimmt. Gezeigt ist die Zahl der
[FNy-produzierenden T-Zellen nach Stimulation mit dem CSP,45,53-Peptid SYIPSAEKI. Die
Balken geben den Mittelwert und SEM aller Méuse einer Gruppe an (n =3).

4.2.3 Homologe prime/boost-Immunisierung mit ACT-CSP
Um die CSP-spezifische T-Zellantwort, die durch die Injektion von ACT-CSP induziert

wird, weiter zu steigern, wurde die spezifische IFNy-Produktion nach einer einmaligen
primdren Immunisierung (prime) mit der Antwort nach einer zweiten so genannten boost-
Immunisierung mit ACT-CSP verglichen. Dabei wurden 20 ng ACT-CSP zweimal im
Abstand von 21 Tagen intraperitoneal injiziert. In Abb. 4.14 ist das Ergebnis des [FNy-
ELISPOT von Milzzellen immunisierter Mause dargestellt.

Hierbei wird deutlich, dass die wiederholte Injektion von ACT-CSP nicht zu einer
Verstarkung der primiren CSP-spezifischen T-Zellantwort fiihrt. Auch eine dritte
Immunisierung von ACT-CSP konnte die primire T-Zellantwort nicht steigern (Daten

nicht gezeigt).
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ADbb. 4.14) Einmalige vs. zweimalige Immunisierung von BALB/c-Mdusen mit ACT-CSP

BALB/c-Méuse wurden einmal bzw. zweimal im Abstand von 21 Tagen intraperitoneal mit je
20 ug ACT-CSP immunisiert. Eine Kontrollgruppe erhielt lediglich einmal PBS intraperitoneal.
Sieben Tage nach der priméren oder der boost-Immunisierung wurden Milzzellen isoliert, und
die Zahl der CSP-spezifischen IFNy-produzierenden T-Zellen wurde im ELISPOT bestimmt.
Die Balken reprisentieren die Mittelwerte und SEM aller Méuse einer Gruppe (n = 4). Die
Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet. Gezeigt ist eines

von drei Experimenten.

Es ist bekannt, dass solche homologen prime/boost Immunisierungen oft sehr viel
weniger effektiv sind als heterologe Immunisierungen, bei denen fiir die primére und die
sekunddre Immunisierung verschiedene Antigentrdger verwendet werden. Mdgliche
Griinde dafiir konnten sowohl die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen infolge der
Immunisierung als auch eine verstirkte Expression von negativ-regulatorischen

Molekiilen auf den T-Zellen sein, die die T-Zellaktivierung inhibieren.

4.2.4 Blockade von CTLA-4 wiahrend der Immunisierung mit ACT-CSP

Um zu testen, ob negative Costimulatoren wie CTLA-4 (CD152, cytotoxic T-lymphocyte
associated antigen 4) die weitere Aktivierung der T-Zellen verhindern, wurde ein
blockierender Antikdrper gegen CTLA-4 in Kombination mit der ACT-CSP-
Immunisierung eingesetzt. CTLA-4 ist ein negativ-costimulatorisches Molekiil, das auf
aktivierten T-Zellen zu deren Abschaltung beitrdgt und zudem auf regulatorischen T-
Zellen konstitutiv exprimiert wird. Der monoklonale anti-CTLA-4 Antikorper 4F10
bindet CTLA-4, ohne aktivatorisch zu wirken, und verhindert die Bindung der Liganden
CD80 und CD86. Der Effekt dieses blockierenden Antikdrpers wurde sowohl wéhrend

der primédren als auch wihrend der Zweitimmunisierung untersucht.
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In Abb. 4.15 ist die primdre Immunisierung von BALB/c-Méausen mit ACT-CSP mit und
ohne CTLA-4-Blockade gezeigt. Dabei wurde der Antikdrper 24 Stunden vor der

Immunisierung intraperitoneal injiziert.
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Abb. 4.15) CTLA-4-Blockade wiihrend der priméren Immunisierung mit ACT-CSP

BALB/c-Méuse wurden einmal mit 20 pg ACT-CSP intraperitoneal immunisiert. Eine Gruppe
von Méusen erhielt zusétzlich einen Tag vor Immunisierung 500 pg anti-CTLA-4 Antikdrper
(4F10) intraperitoneal. Eine Kontrollgruppe erhielt lediglich den Antikorper. Sieben Tage nach
Immunisierung wurden Milzzellen isoliert, und die Zahl der CSP-spezifischen IFNy-
produzierenden T-Zellen wurde im ELISPOT bestimmt. Die Balken reprisentieren die
Mittelwerte und SEM aller Mause einer Gruppe (n = 3). Die Signifikanz wurde mit dem

Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet. Gezeigt ist eines von zwei Experimenten.

Das Experiment zeigt, dass die Blockade der Interaktion von CTLA-4 mit seinem
Liganden wihrend der primdren Immunisierung keine Auswirkung auf die Zahl der IFNy-
produzierenden CSP-spezifischen T-Zellen hat. Die Gabe des Antikorpers allein fiihrt
nicht zu einer unspezifischen T-Zellantwort.

In Abb. 4.16 ist der Effekt der CTLA-4-Blockade wihrend der zweiten Immunisierung
mit ACT-CSP dargestellt. In diesem Experiment wurde der anti-CTLA-4-Antikorper

einen Tag vor der Sekunddrimmunisierung injiziert.



66

ERGEBNISSE
p=0,0133 p=0,0133
1250 — 2000 —
= 1000+
2 1500 —
[ =
§ s
= 750
s s
© -~
e % 1000
3 500
= =
> L
=z 500 H
w 250
0 [
ACT-CSP ACT-CSP prime ACT-CSP ACT-CSP prime
ACT-CSP  a-CTLA-4 ACT-CSP  o-CTLA4
racTcsp | oo +acTcsp | oo

Abb. 4.16) CTLA-4-Blockade wihrend der Zweitimmunisiserung mit ACT-CSP

BALB/c-Méuse wurden zweimal mit je 20 ug ACT-CSP intraperitoneal immunisiert. Eine
Gruppe erhielt zusétzlich einen Tag vor der zweiten Immunisierung 500 pg anti-CTLA-4-
Antikorper (4F10) intraperitoneal. Sieben Tage nach Immunisierung wurden Milz- (A) und
Leberzellen (B) isoliert, und die Zahl der CSP-spezifischen IFNy-produzierenden T-Zellen
wurde mittels ELISPOT bestimmt. Die Balken reprédsentieren die Mittelwerte und SEM aller
Mause einer Gruppe. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed)

berechnet. Gezeigt ist eine Zusammenfassung von 3 Experimenten (n = 9).

Im Gegensatz zur CTLA-4-Blockade wéhrend der primdren Immunisierung fiihrt die
Blockade von CTLA-4 wihrend der zweiten Immunisierung zu einer signifikanten
Steigerung der Zahl der CSP-spezifischen IFNy-produzierenden T-Zellen. In Abb. 4.16-B
ist das Ergebnis eines IFNy-ELISPOTs von Leberzellen dargestellt. Die durch die
Immunisierung mit ACT-CSP induzierten Effektor-T-Zellen finden sich auch in der
Leber, dem Zielorgan der Sporozoiten, wieder. Dabei ist der Effekt der CTLA-4-

Blockade in der Leber ebenso ausgepragt wie in der Milz.

Um neben den IFNy-produzierenden T-Zellen auch antigenspezifische T-Zellen mit
anderen Effektorfunktionen nachweisen zu konnen, wurde die bereits in Abschnitt 4.1.5
beschriebene Technik der Pentamer-Firbung angewendet. In Abb. 4.17-A sind
Beispielfiarbungen von Zellen aus Milz, Leber und Blut einer naiven und einer einmal
immunisierten Maus mit dem H2-K¢ / CSPj45.053 - Pentamer sowie anti-CD8 und anti-

CD62L gezeigt.
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Abb. 4.17) Zahl der CSP-spezifischen T-Zellen in Milz, Leber und Blut von immunisierten Mdusen
BALB/c-Méuse wurden einmal (prime) oder zweimal (prime/boost) im Abstand von 21 Tagen mit 20
pg ACT-CSP immunisiert. Eine Gruppe erhielt einen Tag vor der Zweitimmunisierung 500 pg anti-
CTLA-4-Antikdrper. Sieben Tage nach Immunisierung wurden Milz- und Leberzellen sowie Zellen aus
dem peripheren Blut aufgereinigt und mit einem H2-KY CSPy45.053 -Pentamer sowie anti-CD8- und
anti-CD62L-Antikorpern gefarbt und im Durchflulzytometer analysiert.

A) Gezeigt sind Beispielfarbungen von Zellen aus einer naiven und einer einmal immunisierten Maus.
Die linken sechs Diagramme zeigen die Pentamer/CDS8-Féarbung von Gesamtlymphozyten. Der
Hintergrund an Pentamer” Zellen in der CD8™ Population wird v.a. durch B-Zellen verursacht (Daten
nicht gezeigt). Die drei rechten Diagramme zeigen die CD62L/Pentamer-Firbung von CD8" Zellen.

B) Die Diagramme fassen die Frequenzen von CSP-spezifischen CD62L niedrig exprimierenden CD8"
T-Zellen in Milz, Leber und Blut der immunisierten Méuse zusammen. Jeder Messwert représentiert
eine Maus, die Querbalken geben die Mittelwerte aller Messwerte einer Gruppe an. Die Signifikanz

wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet.
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In Abb. 4.17-B sind die Frequenzen der aktivierten CSP-spezifischen CD8" T-Zellen
(CD62L"Y) in Milz, Leber und Blut zusammengefasst. Dabei zeigt sich, dass die
einmalige Injektion von ACT-CSP bereits eine systemische CSP-spezifische T-
Zellantwort induziert, die durch eine zweite Immunisierung nicht verstirkt wird. Die
Blockade von CTLA-4 wihrend der Zweitimmunisierung fiihrt hingegen zu einer
signifikanten Steigerung der Zahl der CSP-spezifischen T-Zellen in Milz, Leber und Blut.
Durch Vergleich der ELISPOT-Daten mit den Pentamer-Féarbungen zeigt sich auch hier,
dass der Anteil der IFNy-Produzenten an der Gesamtzahl der CSP-spezifischen CD8" T-
Zellen der einzelnen Méuse sehr stark schwankt.

Sowohl nach Immunisierung mit ACT-CSP und anti-CTLA-4 als auch ohne CTLA-4-
Blockade konnten keine CSP-spezifischen T-Zellen nachgewiesen werden, die die Ty2-
Zytokine IL-4 und IL-10 produzierten (Daten nicht gezeigt). Die induzierte

Immunantwort ist also Ty 1-polarisiert.

4.2.5 Memory-Antwort nach Immunisierung mit ACT-CSP und anti-CTLA-4

Ebenso wichtig wie Zahl und Phénotyp der aktivierten Effektor-T-Zellen infolge einer
Immunisierung ist die Frage, ob eine Memory-T-Zellantwort generiert wurde. Um dieser
Frage nachzugehen, wurden BALB/c-Méuse zweimal mit ACT-CSP immunisiert, wobei
eine Gruppe anti-CTLA-4 wihrend der Zweitimmunisierung erhielt. Anschliefend wurde
nach sieben Tagen und nach 12 Wochen die CSP-spezifische Immunantwort in Milz und
Leber analysiert.

In Abb. 4.18-A sind die Ergebnisse der [IFNYy-ELISPOT-Messungen der Milzzellen nach
einer und nach 12 Wochen dargestellt. Dabei zeigt sich in beiden Gruppen
erwartungsgemdl eine verminderte Zahl IFNy-produzierender CSP-spezifischer T-Zellen
nach 12 Wochen. Diese so genannte Kontraktion der Effektor-T-Zellen fillt allerdings in
der Gruppe ohne anti-CTLA-4 stirker aus. Der Unterschied in der Zahl der CSP-
spezifischen IFNy-produzierenden T-Zellen beider Gruppen ist auch nach 12 Wochen
noch signifikant.

In Abb. 4.18-B und -C sind die Frequenzen der CSP-spezifischen T-Zellen in Milz und
Leber nach sieben Tagen und nach 12 Wochen gezeigt. Interessanterweise nimmt die
Zahl der CSP-spezifischen T-Zellen v.a. in der Leber nur geringfiigig ab. Auch in Bezug
auf die Gesamtzahl der CSP-spezifischen T-Zellen besteht nach 12 Wochen immer noch
ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen. Der Effekt der CTLA-4-
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Blockade wihrend der Zweitimmunisierung fiihrt also nicht nur zu einer kurzfristigen

verstirkten Aktivierung von T-Zellen, sondern bleibt langfristig bestehen.
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ADbb. 4.18) CSP-spezifische T-Zellen 12 Wochen nach Immunisierung

BALB/c-Méuse wurden zweimal im Abstand von 21 Tagen mit 20 pg ACT-CSP intraperitoneal

immunisiert. Eine Gruppe erhielt zusétzlich i.p. 500 pg anti-CTLA-4-Antikorper einen Tag vor der

Zweitimmunisierung. Sieben Tage oder 12 Wochen nach Immunisierung wurden Milz- und

Leberzellen isoliert.
A) Die Zahl der CSP-spezifischen [FNy-produzierenden T-Zellen in der Milz wurde mittels ELISPOT
bestimmt. Die Gesamtzahl der CSP-spezifischen T-Zellen in Milz (B) und Leber (C) wurde durch

Firbung der Zellen mit einem H2-K%/ CSP 245-253 —Pentamer sowie einem anti-CD8-Antikorper und

anschlieBender durchfluBzytometrischer Analyse ermittelt. Die Balken reprédsentieren den Mittelwert

mit SEM aller Méause einer Gruppe (n = 5). Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test ermittelt.
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Memory-T-Zellen werden anhand ihrer CD62L-Expression in zentrale (Tcy, CD62L"EY)
und Effektor-Memory-T-Zellen (Tgy, CD62L") unterschieden. In Abb. 4.19-A und -B
ist das Verhiltnis der CD62L hoch- und niedrig-exprimierenden CSP-spezifischen T-

Zellen in Milz und Leber sieben Tage und 12 Wochen nach Immunisierung dargestellt.
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ADbb. 4.19) Phiinotyp der CSP-spezifischen T-Zellen nach ACT-CSP-Immunisierung
BALB/c-Méuse wurden zweimal im Abstand von 21 Tagen mit 20 pg ACT-CSP intraperitoneal
immunisiert. Eine Gruppe erhielt zusitzlich i.p. 500 pg anti-CTLA-4-Antikdrper einen Tag vor der
Zweitimmunisierung. Sieben Tage oder 12 Wochen nach Immunisierung wurden Milz- und
Leberzellen isoliert. Die Zellen wurden mit einem H2-KY CSPy45.053 —Pentamer sowie anti-CDS-,
anti-CD62L- und anti-CD44-Antikorpern gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.

A) — B) Dargestellt sind die prozentualen Anteile der Pentamer’ CD8" T-Zellen, die CD62L hoch
(weile Balken) oder niedrig (schwarze Balken) exprimieren. Die Balken représentieren die
Mittelwerte mit SEM aller Méuse einer Gruppe (n = 5). Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-
Test ermittelt.

C) CD44-Expression der Pentamer’ CD8" T-Zellen 12 Wochen nach Immunisierung. Gezeigt sind

zwel reprasentative Farbungen von Milz- und Leberzellen.
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Eine Woche nach Immunisierung finden sich in beiden Gruppen sowohl in der Milz als
auch in der Leber liberwiegend CD62L niedrig-exprimierende T-Effektor-Zellen. Nach
12 Wochen hat jedoch der Anteil der CD62L hoch-exprimierenden zentralen Memory-T-
Zellen in beiden Organen zugenommen. In der Gruppe, die ohne anti-CTLA-4
immunisiert wurde, bilden die Tcym in der Milz erwartungsgemall die Mehrheit, wéhrend
in der Leber die Tgm deutlich tiberwiegen. Dies entspricht dem gingigen Modell der
Memory-T-Zellen, wonach Tcym v.a. in lymphatischen Organen und Tgym v.a. in der
Peripherie zu finden sind. Bei den Maiusen, die in Anwesenheit von anti-CTLA-4
immunisiert wurden, bietet sich in der Milz jedoch ein anderes Bild. Hier bilden nach 12
Wochen die Tgy in der Milz die iiberwiegende Memory-T-Zellpopulation. Auch in der
Leber ist der Anteil der Tpy groBer als bei den Méiusen, die ohne anti-CTLA-4
immunisiert wurden. Das bedeutet, dass 12 Wochen nach Immunisierung die CSP-
spezifischen T-Zellen beider Gruppen einen unterschiedlichen Phénotyp aufweisen. Ob
dies lediglich an einer verldngerten Aktivierung der T-Zellen liegt, oder ob die Blockade
von CTLA-4 generell zu einem groBeren Anteil der Effektor-Memory-T-Zellen fiihrt,
kann hier nicht beantwortet werden. Dafilir miisste man die Memory-Antwort zu einem
spiteren Zeitpunkt erneut analysieren.

In Abb. 4.19-C schlieBlich ist anhand von Beispielfarbungen gezeigt, dass die CSP-
spezifischen T-Zellen 12 Wochen nach Immunisierung den Hyaluronsdurerezeptor CD44
exprimieren. Dabei handelt es sich um ein Zelladhdsionsmolekiil, das verstirkt auf
Effektor- und Memory-T-Zellen exprimiert wird. Die durch ACT-CSP induzierten CSP-
spezifischen CD8" T-Zellen weisen demnach einen fiir Effektor- und Memory-Zellen

charakteristischen Phénotyp auf.

4.2.6 Protektion nach Immunisierung mit ACT-CSP und anti-CTLA-4

SchlieBlich sollte untersucht werden, ob eine Immunisierung mit ACT-CSP oder die
Kombination von ACT-CSP mit anti-CTLA-4 eine protektive Immunantwort induziert,
also einen Schutz gegen eine Sporozoiten-Infektion vermittelt. Dafiir wurden BALB/c-
Maiuse zweimal mit ACT-CSP immunisiert oder mit ACT-CSP und anti-CTLA-4 bei der
Zweitimmunisierung. Sieben Tage oder 12 Wochen nach Immunisierung wurden die
Mause intravends mit je 1000 P. berghei Sporozoiten infiziert. Der Verlauf der Infektion
wurde anhand von Blutausstrichen verfolgt. Tiere, die 14 Tage nach Infektion noch keine

Parasiten im Blut aufwiesen, entwickelten auch spéter keine Parasitimie mehr und galten
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als geschiitzt, wohingegen Tiere, die eine Parasitimie im Blut entwickelten, an der
Infektion verstarben. In Tab. 4.2 sind die Ergebnisse aus vier Infektions-Experimenten

zusammengefasst.

Tab. 4.2) Plasmodium berghei-Infektion immunisierter Mdiuse

BALB/c-Méuse wurden zweimal im Abstand von 21 Tagen mit 20 ng ACT-CSP intraperitoneal
immunisiert. Eine Gruppe erhielt zusitzlich i.p. 500 pg anti-CTLA-4-Antikorper einen Tag vor
der Zweitimmunisierung. Einige Kontrolltiere erhielten lediglich PBS oder 500 pg anti-CTLA-4
i.p. Sieben Tage oder 12 Wochen nach Immunisierung wurden die Tiere intravends mit 1000 P.
berghei Sporozoiten infiziert. Die Parasitimie wurde anhand von Blutausstrichen kontrolliert.

Tiere, die 14 Tage nach Infektion keine Parasiten im Blut aufwiesen, galten als geschiitzt.

Immunisierung Zahl der
infizierten Tiere / o
prime boost Gesamtzahl 7o Schutz
Infektion nach sieben Tagen:

- PBS 15/15 0%

- a-CTLA-4 5/5 0%
ACT-CSP ACT-CSP 9/9 0%
ACT-CSP a-CTLA-4 + ACT-CSP 5/15 67%

Infektion nach 12 Wochen:
ACT-CSP a-CTLA-4 + ACT-CSP 5/6 17%

Die homologe prime/boost-Immunisierung mit ACT-CSP induziert keine ausreichende
Immunantwort, alle Méuse dieser Gruppe erkrankten. In Abb. 4.20 ist die Hohe der
Parasitimien der Mause an Tag 9 und Tag 13 nach Infektion dargestellt. Dabei zeigt sich,
dass die Mdiuse, die nur mit ACT-CSP immunisiert wurden, dhnliche Parasitimien
entwickelten wie die Kontrollmduse, die nur PBS bekommen hatten. Die Kombination
jedoch der ACT-CSP-Immunisierung mit der Blockade von CTLA-4 wihrend der
Zweitimmunisierung fiithrte zu einem Schutz von fast 70% der immunisierten Méuse. Die
iibrigen Méause dieser Gruppe entwickelten dhnliche Parasitdmien wie die Kontrollmause.
Um zu iiberpriifen, ob die Induktion von Memory-T-Zellen einen vergleichbaren Schutz
vermitteln kann, wurde eine Gruppe von Méusen, die mit ACT-CSP und anti-CTLA-4
immunisiert worden war, 12 Wochen nach der Immunisierung mit Sporozoiten infiziert.

Jedoch war hier nur noch eine von sechs Mausen geschiitzt. Die durch die Immunisierung
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induzierte protektive Immunitét ist also nur kurzlebig. Die Gabe von anti-CTLA-4 allein

hatte keinen Einfluss auf die Infektion.
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ADbb. 4.20) Parasitimien der immunisierten Mduse nach Infektion mit P. berghei-
Sporozoiten

BALB/c-Méuse wurden zweimal im Abstand von 21 Tagen mit 20 ug ACT-CSP intraperitoneal
immunisiert. Eine Gruppe erhielt zusétzlich i.p. 500 pg anti-CTLA-4-Antikorper einen Tag vor
der Zweitimmunisierung. Einige Kontrolltiere erhielten lediglich PBS oder 500 pg anti-CTLA-4
i.p. Sieben Tage nach Immunisierung wurden die Tiere intravends mit 1000 P. berghei
Sporozoiten infiziert. Die Parasitimie wurde anhand von Blutausstrichen an Tag 9 (A) und Tag
13 (B) p.i. kontrolliert. Die Blutausstriche wurden mit Wright’s stain - Losung gefarbt, und die
Zahl der infizierten Erythrozyten wurde bestimmt (Parasitimie = Zahl der infizierten

Erythrozyten / Gesamtzahl der Erythrozyten). Jeder Messwert représentiert eine Maus.

4.2.7 Nachweis Foxp3" regulatorischer T-Zellen nach Immunisierung

In der Literatur ist beschrieben worden, dass infolge von Immunisierungen auch
regulatorische T-Zellen aktiviert werden (Kursar et al., 2004), die der Aktivierung und
einer weiteren Expansion der Effektor-T-Zellen bei einer Zweitimmunisierung entgegen
wirken. Dies konnte eine Ursache dafiir sein, dass bei der homologen prime/boost-
Immunisierung mit ACT-CSP keine Steigerung der CSP-spezifischen T-Zellantwort
induziert werden konnte. Da regulatorische T-Zellen zudem CTLA-4 konstitutiv
exprimieren, konnte der Effekt der Blockade von CTLA-4 bei der Zweitimmunisierung
mit einer Inhibition der regulatorischen T-Zellen erklédrt werden.

Um zu iiberpriifen, ob es infolge der Immunisierung mit ACT-CSP zu einer Zunahme der

Zahl der regulatorischen T-Zellen kommt, wurden Méause ein- oder zweimal mit ACT-
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CSP immunisiert. AnschlieBend wurden Zellen aus Milz und Leber der immunisierten
Maiuse sowie von naiven Kontrollmédusen mit anti-CD4 und einem anti-Foxp3-Antikorper
gefarbt und im DurchfluBzytometer analysiert. Foxp3 ist ein Transkriptionsfaktor, der
spezifisch in regulatorischen T-Zellen exprimiert wird und bei der Ausbildung des
regulatorischen Phénotyps eine zentrale Rolle spielt. Der in der Vergangenheit hiufig zur
Detektion von regulatorischen T-Zellen verwendete Marker CD25 (IL2-Rezeptor-Kette o)
ist hingegen nur bedingt zum Nachweis von regulatorischen T-Zellen geeignet, da CD25

auch auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird.
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Abb. 4.21) Nachweis von Foxp3" regulatorischen T-Zellen

BALB/c-Méuse wurden einmal oder zweimal im Abstand von 21 Tagen mit 20 pg ACT-CSP
intraperitoneal immunisiert. Sieben Tage nach Immunisierung wurden Milz- und Leberzellen
der immunisierten Méuse sowie von naiven Kontrollméausen isoliert, mit einem anti-CD4- sowie
anti-Foxp3-Antikorper gefarbt und durchflulzytometrisch analysiert.

A) Gezeigt sind Beispielfarbungen von Lymphozyten aus der Milz mit anti-CD4 und einem
Ratte-IgG2a-Isotyp-Antikorper (oberes Diagramm) sowie anti-CD4 und anti-Foxp3 (unteres
Diagramm).

B) - C) Dargestellt ist der prozentuale Anteil von Foxp3™ CD4" regulatorischen T-Zellen an der
Lymphozytenpopulation in Milz (B) und Leber (C) nach einmaliger (prime) oder wiederholter
(boost) Immunisierung mit ACT-CSP. Jeder Messwert reprasentiert eine Maus. Die Querbalken

geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe an.

Abb. 421 zeigt den Nachweis von Foxp3™ T-Zellen in Milz und Leber nach
Immunisierung mit ACT-CSP. Dabei wird deutlich, dass es infolge der Immunisierung

weder in der Milz noch in der Leber zu einer Zunahme der CD4" Foxp3" regulatorischen
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T-Zellen kommt. Dies schlie3t jedoch nicht aus, dass regulatorische T-Zellen wahrend der
Immunisierung aktiviert werden und der weiteren Expansion der Effektor-T-Zellen

entgegenwirken, ohne dass sich ihre Anzahl messbar dndert.

4.3 Heterologe prime/boost-Immunisierungen

Es wurde bereits mehrfach beschrieben, dass heterologe prime/boost-Immunisierungen,
bei denen zwei verschiedene Antigentridgersysteme zum Einsatz kommen, wesentlich
erfolgreicher sind als homologe prime/boost-Immunisierungen (Schneider et al., 1998;
Gilbert et al., 2002). Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde auch gezeigt, dass eine
homologe prime/boost-Immunisierung mit ACT-CSP die primdre CSP-spezifische T-
Zellantwort nicht steigern kann. Deshalb sollte schlieBlich im dritten Teil der Arbeit eine
Kombination der beiden hier vorgestellten Antigentrdger getestet werden. In Abb. 4.22

sind die beiden moglichen Immunisierungsschemen dargestellt.

-63 -42 do
A ACT-CSP/S.t. } : : =
ACT-CSP S.t. SB824
(pST-TB)

-42 -7 do

B S.t./ACT-CSP } } } .
S.t. SB824 ACT-CSP
(pST-TB)

ELISPOT / FACS
Infektion

Abb. 4.22) Schema der heterologen prime/boost-Immunisierung

BALB/c-Méuse wurden mit dem Salmonellen-Stamm S. typhimurium SB824 (pST-TB) und
dem Adenylatcyclase-Konstrukt ACT-CSP immunisiert.

A) ACT-CSP/S.t.. Die Miuse erhielten als Primdrimmunisierung 20 pg ACT-CSP
intraperitoneal und 21 Tage spiter oral 5x10® Salmonellen. Nach sechs Wochen wurden die
Mause mit P. berghei infiziert oder Milz und Leber wurden fiir ex vivo Analysen entnommen.
B) S.t. /| ACT-CSP: Die Miuse erhielten als Primirimmunisierung ein- oder dreimal oral 5x10°
Salmonellen und fiinf Wochen spiter 20 ug ACT-CSP intraperitoneal. Nach sieben Tagen
wurden die Miuse mit P. berghei infiziert oder Milz und Leber wurden fiir ex vivo Analysen
entnommen.

S.t. = Salmonella typhimurium
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4.3.1 Analyse der T-Zellantwort nach heterologer prime/boost Inmunisierung

Um zu untersuchten, welche der beiden moglichen Kombinationen die beste T-
Zellantwort erzeugt, wurden BALB/c-Méuse entsprechend der Immunisierungsschemen
in Abb. 4.22 immunisiert. Zudem wurden Miuse einmal mit ACT-CSP oder dreimal mit
S. typhimurium SB824 (pST-TB) wie in den Kapiteln 4.1 und 4.2 beschrieben
immunisiert. In Abb. 4.23 sind die Ergebnisse der IFNy-ELISPOT-Messungen von Milz-

und Leberzellen dargestellt.
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Abb. 4.23) IFNy-Produktion nach Immunisierung mit S. t. SB824 (pST-TB) und ACT-CSP
BALB/c-Méuse wurden wie folgt immunisiert. ACT-CSP: Die Miuse erhielten eine i.p. Injektion
von 20 pg ACT-CSP. Nach sieben Tagen wurden Milz- und Leberzellen isoliert. 3x S.t.: Die
Miuse erhielten oral dreimal im Abstand von drei Tagen je 5x10° S. typhimurium SB824 (pST-
TB). Nach sechs Wochen wurden Milz- und Leberzellen isoliert. 1x S.t. / ACT-CSP: Die Méause
erhielten einmal oral 5x10° S. fyphimurium SB824 (pST-TB) und nach fiinf Wochen eine i.p.
Injektion von 20 pg ACT-CSP. Nach weiteren sieben Tagen wurden Milz- und Leberzellen isoliert.
ACT-CSP / 1x S.t.: Die Méuse erhielten eine i.p. Injektion von 20 pg ACT-CSP und nach 21
Tagen oral je 5x10° S. typhimurium SB824 (pST-TB). Nach weiteren sechs Wochen wurden Milz-
und Leberzellen isoliert.

Die Entnahme der Organe erfolgte fiir alle Méause am gleichen Tag. Die Milz- und Leberzellen
wurden in einem IFNy-ELISPOT eingesetzt. Dargestellt ist die Zahl der IFNy-produzierenden T-
Zellen in Milz (A) und Leber (B) nach Stimulation mit dem CSPys.,s53-Peptid. Die Balken
représentieren die Mittelwerte mit SEM aller Méuse einer Gruppe. Die Signifikanz wurde mit dem

Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet.
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Dabei zeigt sich, dass eine Primdrimmunisierung mit Salmonellen gefolgt von einer
zweiten Immunisierung mit ACT-CSP eine signifikant bessere T-Zellantwort als beide
Immunisierungen einzeln erzeugt. Die Zahl der CSP-spezifischen IFNy-produzierenden
T-Zellen liegt bei etwa 1750 sfu in der Milz und 3000 sfu in der Leber. Interessanterweise
filhrt die umgekehrte Reihenfolge der Immunisierung — Primdrimmunisierung mit ACT-
CSP gefolgt von einer zweiten Immunisierung mit Salmonellen — zu keiner Steigerung
der primdren, durch die Immunisierung mit ACT-CSP induzierten, T-Zellantwort. Sie
liegt lediglich bei 600 sfu in der Milz und 900 sfu in der Leber. Eine mdgliche Erklérung
dafiir wire, dass die primidre CSP-spezifische T-Zellantwort zu einer noch schnelleren
Beseitigung der Salmonellen bzw. von Salmonellen-infizierten Makrophagen in den
Mausen fiihrt, so dass deren Persistenz noch stiarker beeintrdchtigt wird.

Die groBe Effektivitit der heterologen Immunisierung mit den rekombinanten
Salmonellen gefolgt von ACT-CSP wird auch bei Betrachtung der Gesamtzahl der CSP-
spezifischen T-Zellen in Milz und Leber deutlich, die durch Firbung mit dem H2-K® /
CSPy45.253-Pentamer ermittelt wurde (Abb. 4.24).
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ADbb. 4.24) Zahl der CSP-spezifischen T-Zellen nach Immunisierung mit S. typhimurium
SB824 (pST-TB) und ACT-CSP

Die Milz- und Leberzellen der in Abb. 4.23 beschriebenen immunisierten Mause wurden mit

einem H2-KY CSPyys5.053 —Pentamer sowie anti-CD8 und anti-CD62L gefirbt und im

DurchfluBzytometer analysiert. Dargestellt ist die Zahl der CSP-spezifischen CD8" Effektor-T-

Zellen in Milz (A) und Leber (B). Jeder Messwert reprasentiert eine Maus. Die Querbalken

geben die Mittelwerte an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-

tailed) berechnet. Gezeigt ist eines von zwei Experimenten.
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Jedoch wird in Abb. 4.24 auch deutlich, dass die heterologe prime/boost-Immunisierung
im Vergleich mit einer Immunisierung mit den rekombinanten Salmonellen alleine nicht
in allen Méusen zu einer groBeren Anzahl an spezifischen T-Zellen fiihrt. Dies liegt
moglicherweise daran, dass die einmalige Verabreichung der Salmonellen aufgrund der
eingeschriankten Virulenz der Bakterien bei einigen Méusen nur eine sehr schwache T-
Zellantwort induziert. Diese kann dann durch die Immunisierung mit ACT-CSP nicht
wesentlich gesteigert werden. Um zu untersuchen, ob sich dieses Problem durch
dreimalige Gabe der Bakterien umgehen ldsst, wurden Méuse vor der
Zweitimmunisierung mit ACT-CSP einmal oder dreimal mit dem Salmonellen-Stamm
SB824 (pST-TB) immunisiert. In Abb. 4.25-A ist das Ergebnis des IFNy-ELISPOT und
in Abb. 4.25-B und -C die durchflusszytometrische Analyse der CSP-spezifischen T-

Zellen dargestellt.
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ADbb. 4.25) Heterologe prime/boost-Immunisierung mit ein- oder dreimaliger Gabe von
S.t. SB824 (pST-TB)

BALB/c-Miuse erhielten als Primdrimmunisierung ein- oder dreimal je 5x10% S. typhimurium
SB824 (pST-TB) oral. Nach fiinf Wochen erhielten die Maiuse je 20 pg ACT-CSP
intraperitoneal. Sieben Tage nach der Zweitimmunisierung wurden Milz- und Leberzellen
prépariert. A) Die Zahl der IFNy-produzierenden CSP-spezifischen T-Zellen in der Milz wurde
mittels IFNy-ELISPOT bestimmt. Jeder Messwert reprisentiert eine Maus, die Querbalken
geben den Mittelwert aller Mause einer Gruppe an.

Die Milz- und Leberzellen der Miuse wurden zudem mit einem H2-K¢/ CSPy45.053 —Pentamer
sowie anti-CD8 und anti-CD62L geférbt und im DurchfluBzytometer analysiert. Dargestellt ist
die Zahl der CSP-spezifischen CD8" Effektor-T-Zellen in Milz (B) und Leber (C). Jeder
Messwert reprasentiert eine Maus. Die Querbalken geben die Mittelwerte an. Gezeigt ist eine

Zusammenfassung aus drei Experimenten.
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In dieser Zusammenfassung dreier Experimente zeigt sich, dass die Stirke der induzierten
CSP-spezifischen T-Zellantwort nach einmaliger oder dreimaliger Gabe der Salmonellen
im Mittel gleich ist. Auch die individuellen Unterschiede zwischen den einzelnen Méusen

sind in beiden Gruppen vergleichbar.

4.3.2 Protektion nach heterologer prime/boost-Immunisierung

SchlieBlich sollte untersucht werden, ob die starke CSP-spezifische T-Zellantwort nach
der heterologen prime/boost-Immunisierung auch mit einem signifikanten Schutz gegen
eine P. berghei-Infektion korreliert. Dafiir wurden BALB/c-Miuse entsprechend dem
Schema in Abb. 4.22-B mit S. typhimurium SB824 (pST-TB) und anschlieend mit ACT-
CSP immunisiert. Sieben Tage nach der zweiten Immunisierung wurden die Miuse
intravends mit je 1000 P. berghei Sporozoiten infiziert. Die Parasitimie wurde anhand
von Blutausstrichen verfolgt. Mause, die 14 Tage nach Infektion keine Parasiten im Blut
aufwiesen, wurden als geschiitzt angesehen. Die Ergebnisse aus drei Experimenten sind

in Tab. 4.3 zusammengefasst.

Tab. 4.3) P. berghei-Infektion nach heterologer prime/boost-Immunisierung

BALB/c-Miuse erhielten als Primdrimmunisierung ein- oder dreimal je 5x10° S. typhimurium
SB824 (pST-TB) oral. Nach fiinf Wochen erhielten die Maiuse je 20 pg ACT-CSP
intraperitoneal. Eine Kontrollgruppe erhielt lediglich PBS i.p. Sieben Tage nach der
Zweitimmunisierung wurden die Méuse mit je 1000 P. berghei Sporozoiten intravends infiziert.
Der Verlauf der Parasitimien wurde anhand von Wright's stain-gefdrbten Blutausstrichen
verfolgt. Méause, die an Tag 14 noch keine Parasiten im Blut aufwiesen, wurden als geschiitzt

angesehen. Dargestellt ist eine Zusammenfassung von drei Experimenten.

Immunisierung . .Zahl de':
prime boost mﬁéfsl:;nt;llflr e/ % Schutz
- PBS 15/15 0
1x S. t. SB824 (pST-TB) ACT-CSP 5/9 44
3x S. t. SB824 (pST-TB) ACT-CSP 0/12 100

Tatsdchlich erzeugt die heterologe prime/boost-Immunisierung mit Salmonellen gefolgt
von einer Vakzinierung mit ACT-CSP eine sterile Immunitit in allen Méusen, die dreimal
Salmonellen erhalten haben. Ob dies allein an der Zahl der CSP-spezifischen Effektor-T-

Zellen liegt, oder ob durch die verschiedenen Antigentriger auch T-Zellen mit
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unterschiedlichen Effektorfunktionen induziert werden, kann hier noch nicht beantwortet
werden. Moglicherweise spielen neben IFNy auch andere Zytokine wie TNF-o oder die
zytotoxische Aktivitit eine Rolle. Wenn den Maéusen nur einmal Salmonellen als
Primirimmunisierung verabreicht wurden, waren jedoch nur 44% der Méuse gegen eine
Infektion geschiitzt. Allerdings setzte die Parasitdmie im Blut zum Teil erst sehr spét ein.
Dies wird in Abb. 4.26 deutlich, in der die Parasitimien der Mé&use nach heterologer
prime/boost-Immunisierung und anschlieBender Infektion mit P. berghei-Sporozoiten

dargestellt sind.
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ADbb. 4.26) Parasitimien immunisierter Mduse nach Infektion mit P. berghei

BALB/c-Miuse erhielten als Primarimmunisierung einmal oder dreimal je 5x10°
S. typhimurium SB824 (pST-TB) oral. Nach fiinf Wochen erhielten die Méause je 20 pg ACT-
CSP intraperitoneal. Eine Kontrollgruppe erhielt lediglich PBS i.p. Sieben Tage nach der
Zweitimmunisierung wurden die Méuse mit je 1000 P. berghei Sporozoiten intravends infiziert.
Der Verlauf der Parasitimien wurde anhand von Wright's stain-gefdrbten Blutausstrichen
verfolgt. Jeder Messwert reprisentiert eine Maus. Dargestellt ist eine Zusammenfassung aus

zwei Experimenten.

In den vorangegangenen Experimenten konnte kein signifikanter Unterschied in der Zahl
der CSP-spezifischen T-Zellen und der Zahl der IFNy-Produzenten nach einmaliger oder
dreimaliger =~ Immunisierung mit SB824  (pST-TB) und  anschlieBender
Zweitimmunisierung mit ACT-CSP festgestellt werden. Dennoch ergibt sich ein
deutlicher Unterschied in der Rate der Protektion. Ob es sich dabei um
interexperimentelle Varianzen handelt, oder ob beide heterologen prime/boost-
Immunisierungen zu unterschiedlichen Immunantworten fithren, bleibt in weiteren

Experimenten zu untersuchen.
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5 Diskussion

Die Aktivierung von CD8" T-Zellen ist essentiell fiir die Immunabwehr gegen Viren,
Tumore, intrazelluldre Bakterien und Parasiten. Um diese Zellen zu stimulieren, miissen
Antigene in das zytosolische Kompartiment von antigenprisentierenden Zellen (APZ)
gelangen bzw. transportiert werden. Verschiedene Antigentrager sind fiir die Induktion
von CD8" T-Zellen gut geeignet, z.B. virale und bakterielle Vektoren sowie DNA.

In dieser Arbeit wurde die Effektivitit zweier verschiedener Antigentrigersysteme
untersucht, die eine CD8" T-Zellantwort gegen das Circumsporozoiten-Protein (CSP) von
Plasmodium berghei induzieren sollten. CSP ist das am besten charakterisierte Antigen
des Leber-Stadiums der Malaria. Es wurde bereits vor langerer Zeit gezeigt, dass CSP-
spezifische CD8" T-Zellen gegen eine Malaria-Infektion schiitzen kénnen (Schofield et
al., 1987; Romero et al., 1989). Diese T-Zellen wurden durch Immunisierung mit
bestrahlten Sporozoiten erzeugt und wirkten hauptsdchlich tiber die Freisetzung von
Interferon-y (IFNY) und die Induktion von Stickstoffmonoxid (NO) protektiv (Schofield et
al., 1987, Doolan et al., 1996). In verschiedenen Studien mit unterschiedlichen
Antigentrigern wurde gezeigt, dass sich eine protektive CSP-spezifische CDS"
T-Zellantwort auch mit rekombinanten trigerbasierten Vakzinen induzieren lésst, jedoch
war der Schutz meist nur partiell und nicht lange anhaltend (Sedegah et al., 1994; Lanar et
al., 1996; Rodriguez et al., 1997; Tsuji et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen rekombinante Salmonellen als lebende
Antigentrdger und zum anderen die Adenylatcyclase von B. pertussis als nicht-

replizierender Vektor verwendet.

5.1 S. typhimurium als Antigentriger

Salmonellen nutzen wie viele andere gram-negative Bakterien einen so genannten Typ III-
Sekretionsapparat, um bakterielle Effektorproteine in das Zytosol eukaryotischer Zellen zu
translozieren. Auf diesem Wege modulieren sie Zytoskelett und Signaltransduktionswege
der Wirtszellen, um ihr Uberleben im Wirt zu begiinstigen. Dieses System kann fiir die
Translokation heterologer Antigene genutzt werden, indem man diese als Fusionsmolekiil
mit einem Typ IlI-Effektorprotein in Salmonellen exprimiert. Anhand verschiedener
Modellantigene wurde bereits gezeigt, dass sich auf diesem Wege protektive CTL-

Antworten induzieren lassen (Riissmann et al., 1998; Shams et al., 2002). Das am besten
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charakterisierte Typ III-Effektorprotein ist YopE aus Yersinia enterocolitica, das aufgrund
der groen Homologie der Systeme auch durch den Typ IlI-Sekretionsapparat von
Salmonellen transloziert wird (Rosquist et al., 1995). Fir YopE wurde der Teil des
Proteins, der fiir die Translokation essentiell ist, genau untersucht. Die N-terminalen 50
Aminosduren bilden die minimale Translokationsdomidne (Sory et al., 1995). Die
erfolgreiche Induktion von CTL-Antworten durch rekombinante Salmonellen, die ein
fremdes Antigen als Fusionsmolekiil mit YopE exprimierten, wurde ebenfalls beschrieben

(Riissmann et al., 2001; Igwe et al., 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, Salmonellen des Stammes S. #yphimurium
SB824 (pST-TB) herzustellen, die ein Fusionsmolekiil aus der Translokationsdoméne von
YopE und dem CDS8-Epitop CSPass.s3 (SYIPSAEKI) exprimieren. Der verwendete
Salmonellen-Stamm SB824 (Riissmann et al., 1998) ist aroA-defizient. Aufgrund dieser
Mutation sind die Bakterien auxotroph flir p-Aminobenzoat und 2,3-Dihydroxybenzoat.
Diese Verbindungen kommen im Gewebe von Siugern nicht vor (Hoiseth et al., 1981).
Aus diesem Grund konnen aroAd-defiziente Salmonellen nur kurze Zeit im Gewebe von
Sdugern persistieren.

Die Expression des rekombinanten YopE-CSP-Fusionsmolekiils konnte mittels
Immunfluoreszenz und Western Blot sowohl in Bakterienlysaten als auch im
Kulturiiberstand nachgewiesen werden. Nachdem auf diese Weise gezeigt wurde, dass das
Fusionsmolekiil durch die rekombinanten Salmonellen in den Kulturiiberstand sezerniert
wird, konnte in einem Antigenprisentationstest demonstriert werden, dass das CSP-Epitop
SYIPSAEKI in das Zytosol eukaryotischer APZ transloziert und korrekt prozessiert sowie
auf MHC I-Molekiilen prisentiert wird.

5.1.1 S. yyphimurium SB824 (pST-TB) induziert eine systemische CSP-spezifische

Immunantwort

Mit dem Stamm S. typhimurium SB824 (pST-TB) stand nun eine experimentelle Vakzine
zur Verfligung, deren Immunogenitit in vivo im Mausmodell untersucht werden konnte.
Die orale Immunisierung mit S. #yphimurium SB824 (pST-TB) induzierte CSP-spezifische
CD8" T-Zellen, die in Milz, Leber und Blut der immunisierten Miuse nachgewiesen
werden konnten. Dafiir wurden zum einen MHC-Pentamere benutzt, die mit dem CSP-

Peptid SYIPSAEKI beladen waren und selektiv an T-Zellen binden, deren TCR spezifisch

fiir das CSP-Epitop ist. Zum anderen wurden CSP-spezifische IFNy-produzierende T-
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Zellen mittels ELISPOT detektiert. In allen untersuchten Organen fanden sich T-Zellen,
die CSP-spezifisch IFNy produzierten. Dabei ist vor allem das Vorhandensein der
Effektor-T-Zellen in der Leber von Bedeutung, da dieses Organ das Ziel der Sporozoiten-
Infektion ist. Aufgrund der Kiirze der Leberphase, die lediglich zwei bis drei Tage in der
Maus dauert, ist eine schnelle Immunreaktion in der Leber essentiell fiir den Erfolg einer
Immunisierung gegen das Leberstadium der Malaria-Infektion. Ob die CSP-spezifischen
T-Zellen in der Leber aktiviert wurden oder erst nach ihrer Aktivierung in die Leber
einwanderten, ist unklar. Johansson et al. haben jedoch gezeigt, dass DCs der Leber im
Rahmen einer Salmonellen-Infektion Salmonellen internalisieren und Salmonellen-
Antigene prasentieren konnen (Johansson et al., 2004).

Nach der Immunisierung mit SB824 (pST-TB) konnten keine CSP-spezifischen I1L-4- oder
IL-10-sezernierenden T-Zellen nachgewiesen werden. Die Zytokine IL-4 und IL-10
werden von Ty2-Zellen produziert, wihrend IFNy hauptséchlich von Ty1-Zellen sezerniert
wird. Es kann also deshalb davon ausgegangen werden, dass die Immunisierung mit
S. typhimurium eine tiberwiegend Ty 1-basierte Immunantwort induziert. Fiir verschiedene
Salmonellen-Stdmme wurde bereits gezeigt, dass sie die Immunantwort stark in Richtung
Tyl polarisieren, indem sie die Freisetzung von IFNy, IL-12, TNF-o und GM-CSF
stimulieren (Mittriicker und Kaufmann, 2000; Capozzo et al., 2004; Johanson et al., 2004).

5.1.2 Problem der Persistenz und Plasmidstabilitit bei Salmonella

Das Gleichgewicht zwischen Attenuierung und Infektidsitdt ist fir den Erfolg eines
lebenden bakteriellen Antigentragers ebenso wichtig wie die Stabilitdt des rekombinanten
Phénotyps. Nach einmaliger Applikation des Salmonellen-Stamms SB824 (pST-TB)
wurde untersucht, ob und wie lange die Bakterien in Milz, Leber und Ausscheidungen der
Miuse nachweisbar waren, und ob bzw. wann sie das YopE-CSP-codierende Plasmid
pST-TB verloren. Dabei stellte sich heraus, dass die Infektion sehr unterschiedlich verlief.
In den Ausscheidungen der Méause konnten Salmonellen zwischen 3 und 21 Tage nach
oraler Applikation der Bakterien nachgewiesen werden. Jedoch nur in wenigen Fillen
blieb der rekombinante Phénotyp ebenso lange erhalten. Haufig hatten die Salmonellen
schon drei Tage nach Infektion das Plasmid pST-TB verloren. In ihrer Fahigkeit, in Milz
und Leber zu persistieren, waren die Salmonellen aufgrund ihrer aroA4-Mutation
erwartungsgemifl eingeschrinkt und konnten bereits fiinf Tage nach Infektion in Leber

und Milz nicht mehr nachgewiesen werden.
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Der stark unterschiedliche Verlauf der Salmonellen-Infektion spiegelte sich auch in der
Stirke der induzierten CSP-spezifischen Immunantwort wieder. So zeigten die Méuse, in
denen die Salmonellen am léngsten persistierten, die beste Immunantwort. Andere Méuse
entwickelten nur sehr schwache CSP-spezifische T-Zellantworten. Um dieses Problem zu
umgehen, wurden die Méduse dreimal im Abstand von drei Tagen mit den rekombinanten
Salmonellen immunisiert, um eine verldngerte Prisenz des Antigens zu erreichen. Dies
fiihrte tatsdchlich zu einer signifikant stirkeren T-Zellantwort. Die Zahl der IFNy-
produzierenden CSP-spezifischen T-Zellen in Milz und Leber verdoppelte sich. Jedoch
blieb das Problem der groB3en individuellen Unterschiede bestehen.

Die individuell variierende Immunreaktion gegen den Triagerstamm stellt einen
limitierenden Faktor fiir die Effizienz lebender bakterieller Antigentriger dar. Hinzu
kommt noch das Problem einer eventuell bereits bestechenden Immunitdt gegen die
Bakterien. So wurde gezeigt, dass eine vorangegangene Immunisierung bzw. Infektion mit
Salmonellen die Fahigkeit der Bakterien, nach einer zweiten Immunisierung den
Verdauungstrakt und die Milz zu besiedeln, stark beeintrachtigt. Deshalb fiihrt auch eine
Zweitimmunisierung mit Salmonellen einige Wochen nach der Primdrimmunisierung
nicht zu einer Verstirkung der primidren T-Zellantwort gegen das heterologe Antigen

(Domenech et al., 2005).

5.2 B. pertussis Adenylatcyclase als Antigentriger

Die Adenylatcyclase (ACT) aus B. pertussis ist ein bakterielles Toxin, das im Verlauf
einer Infektion sezerniert wird und an die Membran eukaryotischer Zellen bindet.
Darauthin wird ihre katalytische Domine in das Zytosol der Wirtszelle transloziert
(Confer et al., 1982). Es wurde gezeigt, dass ACT spezifisch an das Integrin CD11b/CD18
bindet, das unter anderem auf DCs exprimiert wird (Ladant et al., 1999). Aufgrund dieser
Féhigkeit kann ACT als Tragermolekiil fiir heterologe Antigene genutzt werden, indem
antigene Peptide an bestimmten Positionen der katalytischen Doméne eingefiigt werden
(Osicka et al., 2000). Rekombinante ACT-Molekiile konnen dabei sowohl CTL-
Antworten durch Translokation des Antigens ins Zytosol von APZ als auch CD4" T-
Zellantworten iiber klassische Endozytose des Fusionsmolekiils induzieren (Schlecht et

al., 2004).

Innerhalb der katalytischen Doméne des in dieser Arbeit verwendeten Fusionsmolekiils

ACT-CSP wurden zwei CDS8-Epitope eingefiigt: das CSP45.,53-Epitop SYIPSAEKI und
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das Ovalbumin-Epitop OV Ajs7.264. Dabei diente das OVA-Epitop dem Nachweis der
biologischen Aktivitit des Molekiils in vitro. Zusitzlich wurde durch eine
Aminosédureinsertion innerhalb des ATP-bindenden Bereichs des Toxins dessen
katalytische Aktivitit inhibiert.

In vitro konnte anhand der Aktivierung von OT-1 Milzzellen gezeigt werden, dass ACT-
CSP biologisch aktiv ist und seine katalytische Doméne in das Zytosol eukaryotischer
APZ transloziert. OT-1 T-Zellen tragen einen transgenen TCR, der spezifisch das
Ovalbumin-Epitop OVAjs7064 erkennt. Die Inkubation von ACT-CSP mit OT-1
Milzzellen fiihrte zur Proliferation der T-Zellen und der Freisetzung von IFNy. Dadurch
konnte nachgewiesen werden, dass die eingefiigten CDS8-Epitope in das MHC I-

Kompartiment gelangen und korrekt prozessiert werden.

5.2.1 ACT-CSP induziert eine systemische CSP-spezifische Immunantwort

Mit dem Konstrukt ACT-CSP wurden sowohl C57Bl/6- als auch BALB/c-Méiuse
immunisiert. C57Bl/6-Miuse tragen MHC I-Molekiile vom Haplotyp H2-K", die das
Epitop OV Ajs7.264 prasentieren konnen, wohingegen BALB/c-Mause MHC I-Molekiile
vom Haplotyp H2-K® exprimieren, die das Epitop CSPass.s3 prisentieren konnen. Die
Verwendung dieser Mausstimme ermdoglicht daher den Nachweis von OVA- und CSP-
spezifischen CD8" T-Zellantworten.

Tatsdchlich konnten mit dem Fusionsmolekiill ACT-CSP sowohl Ovalbumin- als auch
CSP-spezifische CD8" T-Zellen in vivo induziert werden. Dies demonstriert die Eignung
von ACT als multivalentes Tragermolekiil, das sowohl verschiedene CDS8-Epitope als
auch CD4- und CDS8-Epitope zusammen transportieren kann (Fayolle et al., 2001;
Schlecht et al., 2004). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass bereits die einmalige
Immunisierung mit ACT-CSP eine systemische Immunantwort induziert. CSP-spezifische
CD8" T-Zellen lieBen sich in Milz, Leber und Blut der immunisierten Méuse mittels
Pentamer-Farbung nachweisen. Dabei waren CSP-spezifische IFNYy-sezernierende
Effektor-T-Zellen sowohl in der Milz als auch in der Leber detektierbar, wihrend keine
CSP-spezifischen T-Zellen nachgewiesen werden konnten, die IL-4 oder IL-10 freisetzten.
Die Immunisierung mit ACT-CSP induzierte also ebenfalls eine Tyl-basierte
Immunantwort. Dies wurde auch fiir andere rekombinante ACT-Fusionsmolekiile
beschrieben (Dadaglio et al., 2000; Schlecht et al., 2004). Moglicherweise beruht die
adjuvante Wirkung des ACT auf der Bindung an CD11b/CD18 auf DCs und anderen
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Zellen des angeborenen Immunsystems oder auch auf dem Vorgang der Translokation
selbst.

In einem weiteren Schritt wurde versucht, die primdre Immunantwort, die durch
Immunisierung mit ACT-CSP induziert wurde, durch eine Zweit- oder
Drittimmunisierung mit ACT-CSP zu verstirken. Dabei konnte jedoch weder eine erhdhte
Frequenz der gesamten CSP-spezifischen T-Zellen noch eine gesteigerte Anzahl IFNy-
produzierender Effektorzellen nachgewiesen werden. Die mehrfache Applikationen von
ACT-CSP fiihrte also zu keiner Steigerung der primiren CSP-spezifischen T-Zellantwort.
In der Literatur finden sich zwar Beispiele, bei denen eine Zweitimmunisierung mit ACT
zu einer verbesserten T-Zellantwort fiihrte (Fayolle et al., 1996), jedoch wurde hier allein
die Zahl der induzierten CTL analysiert und nicht die Gesamtzahl antigenspezifischer T-
Zellen und IFNy-produzierender Effektor-T-Zellen. Moglicherweise fiihrt also die
mehrfache Applikation des ACT-Konstrukts zu einem hoheren Anteil an zytotoxischen T-
Zellen. Im hier untersuchten Modell wurde die Zahl der CTL jedoch nicht bestimmt, da
deren Aktivitdt nicht entscheidend fiir die protektive Immunitit gegen das Leberstadium
der Malaria ist (Schofield et al., 1987, Doolan et al., 1996). Andere Studien zeigen zudem
ein dhnliches Fehlschlagen einer homologen prime/boost-Immunisierung (Anderson et al.,
2002).

Verschiedene Faktoren konnten dazu beitragen, dass die Zweitimmunisierung mit ACT-
CSP keinen Effekt auf die primdre T-Zellantwort hat. Denkbar ist zum einem eine
Aktivierung von regulatorischen T-Zellen (Tre) in Folge der Primidrimmunisierung. Diese
konnten dann nach der Zweitimmunisierung der weiteren Aktivierung und Expansion
antigenspezifischer T-Zellen entgegenwirken. So wurde in verschiedenen Studien gezeigt,
dass eine Depletion von CD4" CD25" Treg vor einer Immunisierung eine deutlich
gesteigerte T-Zellantwort gegen virale oder Tumorantigene zur Folge hat (Kursar et al.,
2004; Toka et al., 2004; Prasad et al., 2005). Tre, sind wichtige Regulatoren des
Immunsystems. Sie dienen der Erhaltung der peripheren Toleranz gegen Selbstantigene
und der Begrenzung einer T-Zellaktivierung im Rahmen einer Infektion (Ubersicht bei
Sakaguchi, 2005). Das Fehlen von Tgre, fithrt zu Autoimmunerkrankungen und
chronischen Entziindungen (Asano et al., 1996; Shevach, 2000). Um eine Beteiligung von
Tree im Rahmen der Immunisierung mit ACT-CSP zu untersuchen, wurde die Zahl der
Foxp3" CD4" T-Zellen vor und nach der Immunisierung durchfluBzytometrisch bestimmit.

Foxp3 ist ein Transkriptionsfaktor, der spezifisch in Tre, aktiv ist und eine zentrale Rolle
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bei der Ausbildung ihres regulatorischen Phénotyps spielt (Fontenot et al., 2003; Hori et
al., 2003). Im Gegensatz dazu ist der hdufig verwendete Marker CD25 (IL-2Ra) nicht nur
auf Tree, sondern auch auf aktivierten Effektor-T-Zellen exprimiert und deshalb nur
bedingt zur Unterscheidung dieser Zellpopulationen geeignet. Die Zahl der Foxp3" Treg in
Milz und Leber verdnderte sich weder in Folge der Primir- noch der Zweitimmunisierung.
Dies schlie3t zwar nicht aus, dass ruhende Tre, im Rahmen der Immunisierung aktiviert
wurden, ohne dass ihre Zahl sich énderte. Es ist jedoch eher unwahrscheinlich, da Fayolle
et al. zeigen konnten, dass eine Primdrimmunisierung mit dem ACT-Vektor ohne fremdes
Antigen eine nachfolgende Immunisierung mit einem ACT-Fusionsmolekiil nicht negativ
beeinflusst (Fayolle et al., 2001). Das bedeutet, dass eine ACT-spezifische Immunreaktion
in Folge einer Immunisierung oder einer B. pertussis-Infektion sich nicht limitierend auf
eine spdtere Immunisierung mit ACT auswirkt, und widerspricht der Theorie, dass
induzierte Tgre; die Expansion der Effektor-T-Zellen nach einer Zweitimmunisierung
verhindern. Eine andere mogliche Ursache fiir das Fehlschlagen der homologen
prime/boost-Immunisierung wére ein selbst-limitierender Mechanismus der aktivierten T-
Zellen selbst. So wiére es denkbar, dass Memory-T-Zellen sensitiver auf negativ-

regulatorische Mechanismen reagieren als naive T-Zellen.

5.3 S. typhimurium SB824 (pST-TB) und ACT-CSP erzeugen
CSP-spezifische Memory-T-Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass beide im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
Antigentrager in der Lage waren, eine Memory-T-Zellantwort zu generieren. Drei Monate
nach Immunisierung mit ACT-CSP hatte sich die Zahl der IFNy-produzierenden T-Zellen
in der Milz etwa halbiert, wiihrend die Gesamtzahl der CSP-spezifischen CD8" T-Zellen
in Milz und Leber nur wenig abnahm. Ein dhnliches Bild bot sich nach Immunisierung mit
dem Salmonellen-Stamm SB824 (pST-TB). So fanden sich drei Monate nach
Immunisierung CSP-spezifische CD8" Memory-T-Zellen in Milz, Leber und Blut der
immunisierten Mduse. Der Phédnotyp der Zellen bzw. deren anatomische Verteilung war
nach beiden Immunisierungen dhnlich. In der Milz fanden sich zu etwa 70% zentrale
(Tem) und 30% Effektor-Memory-T-Zellen (Tgwm), die anhand ihrer CD62L-Expression
unterschieden wurden. In der Leber war das prozentuale Verhidltnis umgekehrt. Dieser
Befund ist in Ubereinstimmung mit der Literatur, wonach Tcy iiberwiegend in

lymphatischen und Tgm in nicht-lymphatischen Organen zu finden sind (Lanzavecchia et
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al., 2004). Nach dem Modell von Lanzavecchia et al. dienen Ty vorwiegend als
Reservoir fiir Tgm, indem sie homdostatisch proliferieren und nach Antigenkontakt schnell
expandieren sowie IL-2 freisetzen. Tgm sind hingegen durch schnelle Effektorfunktionen
nach Antigenkontakt, wie Zytokinfreisetzung und zytotoxische Aktivitit, gekennzeichnet.
Welche Memory-Zellpopulation am wichtigsten fiir einen Schutz gegen eine Infektion ist,
hingt vom Erreger ab. Fiir die Leberphase der Malaria wurde beschrieben, dass die
Persistenz von Tgym in der Leber, die innerhalb von wenigen Stunden nach Antigen-
Kontakt groBe Mengen IFNY freisetzen konnen, essentiell fiir eine anhaltende protektive
Immunitét ist (Krzych et al., 2000; Berenzon et al., 2003). Dies wurde anhand der
Immunisierung von Maiausen mit bestrahlten Sporozoiten untersucht, die eine
langanhaltende Protektion gegen die Leberphase der Malaria induzieren. Dabei wurde
postuliert, dass die homoostatische Proliferation der Tcy in der Leber abhéngig ist von der
Verfiigbarkeit von IL-15, da sie den IL-15R (CD122) verstérkt exprimieren. Im Gegensatz
dazu schien die Persistenz der Tgy in der Leber abhingig von der Anwesenheit von
Leberphasen-Antigenen zu sein, die vermutlich die Differenzierung von Teym in Tem
induzierten. In Abwesenheit von Antigenen nahm die Zahl der Tgm in der Leber
kontinuierlich ab. Dies war mit einem Verlust der Protektion verbunden.

Wie bereits gezeigt wurde, waren die Salmonellen aufgrund ihrer Attenuierung nur sehr
kurze Zeit in der Leber priasent. Dies gilt vermutlich auch fiir die Adenylatcyclase als
nicht-replizierenden Vektor. Vor diesem Hintergrund erscheinen beide Antigentrdger
deshalb nicht optimal fiir die Induktion einer lange persistierenden Effektor-Memory-
Population in der Leber, auch wenn drei Monate nach Immunisierung eine grofle Zahl Ty
in der Leber der Mduse nachgewiesen werde konnte. Um die Frage der Persistenz der

Memory-Zellen zu kléren, bediirfte es weiterer Langzeit-Experimente.

5.4 SB824 (pST-TB) und ACT-CSP erzeugen keine Protektion

Sowohl die dreimalige Applikation von S. typhimurium SB824 (pST-TB) als auch die
homologe prime/boost-Immunisierung mit ACT-CSP konnten keine protektive Immunitéat
erzeugen. Nach Immunisierung mit ACT-CSP und Infektion mit P. berghei Sporozoiten
erkrankten alle Mduse und zeigten einen normalen Anstieg der Parasitimie. Dies zeigt,
dass die in der Leber vorhandenen CSP-spezifischen Effektor-T-Zellen nicht ausreichten,
um die Freisetzung von Merozoiten ins Blut zu verhindern. Da eine einzelne infizierte

Leberzelle bis zu 30000 Merozoiten freisetzt, geniigen vermutlich wenige infizierte
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Leberzellen, die der CSP-spezifischen Immunantwort entgehen, um eine Blutphase zu
etablieren. Die Immunisierung mit ACT-CSP scheint keine weiteren unspezifischen
Immuneffektormechanismen zu aktivieren, die der Replikation der Parasiten der
Blutphase entgegen wirken konnten.

Nach Immunisierung mit den rekombinanten Salmonellen waren nur etwa 20% der Miuse
geschiitzt. Die restlichen Méuse entwickelten eine verlangsamte Blutphase. Dieser Effekt
des verzogerten Anstiegs der Parasitimie war jedoch auch bei den Miusen zu beobachten,
die mit einem Kontrollstamm immunisiert worden waren. Vermutlich ist er auf die
Aktivierung der angeborenen Immunabwehr zuriickzufiihren. Salmonellen wirken bei
einer Immunisierung als natiirliches Adjuvanz, d.h. sie kénnen Zellen des unspezifischen
Immunsystems wie Makrophagen und DCs aktivieren. Diese verfiigen iiber ein Repertoire
an konservierten Rezeptoren, mit deren Hilfe sie universelle Pathogen-assoziierte
Strukturen (PAMP, pathogen-associated molecular pattern) erkennen kénnen (Ubersicht
bei Janeway und Medzhitov, 2002). Diese Rezeptoren werden als pattern recogition
receptors (PRR) bezeichnet. Die Aktivierung von PRRs fithrt zum Beispiel zur
Phagozytose von Pathogenen und Sezernierung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1,
IL-6, IL-12 und TNF-a. Zudem kommt es in Folge dieser Aktivierung zur verstirkten
Expression der costimulatorischen Molekiile CD80/86 und Prisentation von Antigenen
auf MHC-Molekiilen, so dass aktivierte Makrophagen und DCs die spezifische
Immunabwehr einleiten konnen. Zu den von Salmonellen exprimierten PAMPs gehdren
z.B. LPS, Flagellin und CpG-DNA, die iiber spezifische Rezeptoren, die foll-like
receptors (TLR), DCs aktivieren und die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
induzieren (Royle et al., 2003; Bachmann et al., 2006).

Die Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems wie DC, Makrophagen, NK-
Zellen und Yo-T-Zellen im Verlauf der Malaria-Infektion ist wichtig fiir die Kontrolle der
Replikation und die Eliminierung der Plasmodien sowie fiir die Einleitung der
spezifischen Immunantwort (Ubersicht bei Stevenson und Riley, 2004). Dabei spielen vor
allem proinflammatorische Zytokine eine Rolle. So sind z.B. im Rahmen der natiirlichen
P. falciparum-Infektion 7v9-T-Zellen und NK-Zellen Quellen einer frithen IFNy-
Produktion, NK-Zellen sind zudem zytotoxisch fiir infizierte Erythrozyten (de Souza et
al., 1997; Mohan et al., 1997).

Die durch die Salmonellen-Immunisierung aktivierte angeborene Immunabwehr kann also

dazu beitragen, die Parasitimie der immunisierten Maiause zu kontrollieren. In
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Kombination mit der CSP-spezifischen T-Zellaktivitdt in der Leberphase ist dieser Effekt
moglicherweise stirker ausgeprigt, so dass unklar bleibt, ob die beobachtete Protektion
bei 20% der Méuse ursdchlich auf die CSP-spezifische oder die Kombination der

spezifischen und der unspezifischen Immunabwehr zuriickzufiihren ist.

5.5 CTLA-4-Blockade

5.5.1 CTLA-4-Blockade wihrend der Zweitimmunisierung mit ACT-CSP verstarkt

die primire CSP-spezifische Antwort

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4, CD152) ist ein negativer Regulator
der T-Zellaktivierung. Er ist auf aktivierten T-Zellen exprimiert und konkurriert mit CD28
um die Bindung an CD80/86, was zur Abschaltung der T-Zellen beitrégt (Walunas et al.,
1994; Krummel et al., 1995). Zudem ist CTLA-4 auf regulatorischen T-Zellen konstitutiv
exprimiert und spielt eine zentrale Rolle bei der Suppression der T-Zellaktivierung
(Takahashi et al., 2000; Grohmann et al., 2002).

Wie bereits dargestellt fithrte die homologe prime/boost-Immunisierung mit ACT-CSP
nicht zu einer Steigerung der primédren CSP-spezifischen T-Zellantwort. Um zu
untersuchen, ob das negativ-regulatorische Molekiil CTLA-4 dabei eine Rolle spielt,
wurde ein monoklonaler blockierender Antikérper gegen CTLA-4 in Kombination mit der
primidren oder der zweiten Immunisierung mit ACT-CSP appliziert. Wihrend die
Blockade der CTLA-4-Interaktionen wihrend der priméren Immunisierung keine
Auswirkung auf die Zahl der aktivierten T-Zellen hatte, fiihrte die Applikation von anti-
CTLA-4 wéhrend der Zweitimmunisierung jedoch zu einer gesteigerten T-Zellantwort.
Dabei fanden sich sowohl in der Milz als auch in der Leber signifikant mehr CSP-
spezifische T-Zellen insgesamt und auch mehr IFNy-produzierende Effektor-T-Zellen.
Bisher wurde vor allem der therapeutische Einsatz von blockierenden Antikorpern gegen
CTLA-4 in der Tumorbiologie beschrieben. So wurde gezeigt, dass durch die CTLA-4-
Blockade eine Toleranz gegen Tumorantigene iiberwunden werden kann (Hernandez et
al., 2001; Jovasevic et al., 2004). Aber auch im Zusammenhang mit Immunisierungen
kann eine CTLA-4-Blockade die induzierte T-Zellantwort steigern (Gregor et al., 2004;
Met et al., 2006). Gregor et al. untersuchten anhand von DNA-Immunisierungen gegen
verschiedene Tumorantigene die Wirkung einer CTLA-4-Blockade. Interessanterweise
zeigte sich dabei, dass die Blockade von CTLA-4 vor allem bei der Zweitimmunisierung

wirksam ist, dhnlich wie im hier untersuchten System. Es gibt verschiedene



91
DISKUSSION

Moglichkeiten, wie sich die Blockade der CTLA-4-Interaktionen auswirken kann. Eine
Moglichkeit ist die Inhibition der Effektorfunktionen regulatorischer T-Zellen. Wie bereits
diskutiert, ist es denkbar, dass in Folge der Immunisierung regulatorische T-Zellen aktiv
werden, die tlber CTLA-4 aktivierte Effektor-T-Zellen abschalten. Eine weitere
Moglichkeit ist eine direkte Wirkung der CTLA-4-Blockade auf die Effektor-T-Zellen
selbst. Dabei konnte die Starke der CTLA-4-Expression entscheidend fiir die Auswirkung
der CTLA-4-Blockade sein. So wurde postuliert, dass Memory-T-Zellen sensitiver auf
eine CTLA-4-Blockade reagieren als frisch aktivierte naive T-Zellen (Gregor et al., 2004).

Nicht nur die Zahl der Effektor-T-Zellen konnte durch die CTLA-4-Blockade gesteigert
werden, auch die Zahl der Memory-T-Zellen in Milz und Leber war signifikant hoher.
Dartiiber hinaus fanden sich in allen Organen, anders als nach alleiniger Immunisierung
mit ACT-CSP, mehr Tgym als Tem. Auch in der Milz waren im Gegensatz zur
Immunisierung ohne anti-CTLA-4 nach drei Monaten die Tgy die iberwiegende Memory-
T-Zellpopulation. Ob dieser Effekt lediglich auf eine verldngerte T-Zellaktivierung
zurlickzufiihren ist, oder ob die Blockade von CTLA-4 wihrend der Immunisierung T-

Zellen eines anderen Phinotyps erzeugt, bleibt noch zu untersuchen.

5.5.2 In Kombination mit anti-CTLA-4 erzeugt ACT-CSP eine partielle protektive

Immunitit

Die Blockade von CTLA-4 wéhrend der Zweitimmunisierung mit ACT-CSP fiihrte zu
einer protektiven Immunitdt gegen eine Infektion mit P. berghei Sporozoiten in fast 70%
der immunisierten Mause, wahrend die Gabe von anti-CTLA-4 alleine oder die einmalige
Immunisierung mit ACT-CSP in Anwesenheit von anti-CTLA-4 keinen Einfluss auf den
Verlauf der P. berghei-Infektion hatte. Dieser protektive Effekt ist also nicht auf eine
unspezifische Wirkung des Antikorpers wihrend der Infektion, sondern auf die gesteigerte
CSP-spezifische T-Zellantwort zuriickzufiihren. Jedoch wurde keine langfristig wirksame
protektive Immunitét induziert. Trotz der signifikant héheren Zahl an Memory-T-Zellen
und des prozentual groeren Anteils von Tgy in der Leber nach Immunisierung mit ACT-
CSP in Kombination mit anti-CTLA-4 war bei einer Infektion drei Monate nach der
Immunisierung nur noch eine von sechs Miusen gegen die Infektion geschiitzt. Dies
spricht dafiir, dass die Zahl der vorhandenen Memory-T-Zellen, die nach Kontakt mit dem
Antigen CSP sofort IFNy sezernieren, im Zeitraum von drei Monaten nach Immunisierung

unter einen kritischen Schwellenwert gesunken ist.
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5.6 Heterologe prime/boost-Immunisierungen

In der Literatur finden sich verschiedene Beispiele dafiir, dass eine heterologe
prime/boost-Immunisierung, also eine Immunisierung gegen ein Antigen mit Hilfe
verschiedener Tragersysteme, wesentlich erfolgreicher ist, als eine homologe prime/boost-
Immunisierung (Schneider et al., 1998; Gilbert et al., 2002). Deshalb wurde in dieser

Arbeit auch die Kombination der beiden hier hergestellten Antigentréger untersucht.

5.6.1 Die Reihenfolge der Immunisierung ist Kritisch

Fiir die heterologe prime/boost-Immunisierung gab es zwei Moglichkeiten: entweder eine
primdre Immunisierung mit S. typhimurium SB824 (pST-TB) und eine Zweit-
immunisierung mit ACT-CSP oder eine primdre Immunisierung mit ACT-CSP, gefolgt
von einer Immunisierung mit rekombinanten Salmonellen. Es zeigte sich, dass die
Reihenfolge entscheidend fiir den Erfolg der Immunisierung ist. Die Immunisierung mit
ACT-CSP gefolgt von einer Immunisierung mit S. fyphimurium SB824 (pST-TB) fiihrte
nicht zu einer Steigerung der primidren CSP-spezifischen Antwort, wihrend bei
Immunisierung mit den rekombinanten Salmonellen gefolgt von ACT-CSP eine
signifikant stirkere T-Zellantwort in Milz und Leber der Mduse nachgewiesen wurde.
Diese heterologe Immunisierung war dariiber hinaus deutlich effektiver als die homologe
prime/boost-Immunisierung mit ACT-CSP in Kombination mit anti-CTLA-4 und war
deshalb die beste der hier untersuchten Vakzinierungsstrategien.

Der hier verwendete Salmonellen-Stamm ist wie bereits gezeigt aufgrund der aroA-
Mutation sehr beeintrdchtigt in seiner Fahigkeit, in Leber und Milz zu persistieren.
Vermutlich trigt bei einer Zweitimmunisierung mit den rekombinanten Salmonellen die
primdre CSP-spezifische T-Zellantwort zusdtzlich dazu bei, mit Salmonellen infizierte
Makrophagen schneller zu eliminieren. So wird wahrscheinlich der Verlust des YopE-
CSP-codierenden Plasmids pST-TB begiinstigt und eine lingere Anwesenheit des
Antigens verhindert. Dies konnte eine Ursache dafiir sein, dass die Zweitimmunisierung
mit den rekombinanten Salmonellen die priméare T-Zellantwort nicht steigern konnte.
Auch in anderen Studien wurde bereits beobachtet, dass die Reihenfolge einer heterologen
prime/boost-Immunisierung kritisch sein kann. Gilbert et al. fiihrten heterologe
Immunisierungen gegen P. berghei CSP mit Hilfe eines adenoviralen Vektors und

Plasmid-DNA durch, wobei nur der adenovirale Vektor die primidre CSP-spezifische T-
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Zellantwort steigern konnte, nicht aber die DNA-Immunisierung (Gilbert et al., 2002). Ein
dhnlicher Effekt wurde fiir die Kombination verschiedener viraler Vektoren beschrieben
(Li et al., 1993; Plebanski et al., 1998). Welche Faktoren dabei eine Rolle fiir den Erfolg
der heterologen prime/boost-Immunisierung spielen, ist noch nicht bekannt. Ebenso sind
die Mechanismen, die dazu beitragen, dass eine heterologe prime/boost-Immunisierung
sehr viel besser als eine homologe wirkt, noch nicht aufgeklart. Moglich ist, dass die
verschiedenen  Antigentrdger zur  Antigen-Prisentation auf unterschiedlichen
Subpopulationen der APZ fiihren und deshalb die T-Zellen jeweils in anderer Weise
aktivieren. Ebenso ist denkbar, dass die verschiedenen Triager jeweils selbst ein
spezifisches Zytokinmilieu induzieren. So aktivieren die Salmonellen beispielsweise
Zellen des angeboren Immunsystems iiber TLRs, wihrend die Adjuvanzwirkung des ACT
vermutlich in der Bindung an CD11b/CD18 auf DCs begriindet liegt. Es wurde gezeigt,
dass die Aktivierung verschiedener TLRs auf DCs synergistisch die Expression
bestimmter Zytokine induziert, und es wurde postuliert, dass die Kombination
verschiedener TLR-Agonisten einen ,,Code* zur Unterscheidung von Pathogenen darstellt
(Napolitani et al., 2005). Dies konnte dazu betragen, dass die induzierten T-Zellen nach
einer heterologen prime/boost-Immunisierung stirker expandieren als nach wiederholter

Begegnung mit dem gleichen Antigen im gleichen Kontext.

5.6.2 Die heterologe prime/boost-Immunisierung mit SB824 (pST-TB) und

ACT-CSP erzeugt eine sterile Immunitit

Die heterologe prime/boost-Immunisierung mit den rekombinanten Salmonellen gefolgt
von ACT-CSP induzierte eine sterile Immunitit in allen immunisierten Mausen, die als
Primérimmunisierung dreimal Salmonellen erhalten hatten. Das bedeutet, dass nach
Infektion mit P. berghei Sporozoiten in den behandelten Méusen zu keinem Zeitpunkt
eine Parasitimie detektiert werden konnte. Es bleibt unklar, ob diese sterile Immunitat
allein durch die erhohte Zahl an CSP-spezifischen IFNy-sezernierenden T-Zellen in der
Leber vermittelt wurde, oder ob auch andere Effektorfunktionen eine Rolle spielen.
Ebenso bleibt noch zu untersuchen, ob die heterologe prime/boost-Immunisierung einen
lang anhaltenden Schutz erzeugen kann.

Wurden die Méuse hingegen nur einmal mit den rekombinanten Salmonellen und spéter
mit ACT-CSP immunisiert, waren nur 44% der Méause vor einer P. berghei-Infektion

geschiitzt. Dies ist erstaunlich, da die Stirke der induzierten Immunantwort bzw. die Zahl
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der IFNy-produzierenden Zellen nach einer heterologen prime/boost-Immunisierung
gleich ausfiel, unabhédngig von der Haufigkeit der Salmonellen-Applikation. Es bleibt zu
untersuchen, ob die geringere Protektionsrate auf interexperimentelle Varianzen
zuriickzufiihren ist, oder ob andere, noch nicht definierte Effektormechanismen zu diesem

Unterschied beitragen.

Eine sterile Immunitit gegen die Leberphase der Malaria wurde in verschiedenen Studien
durch Immunisierung mit bestrahlten oder mutierten Sporozoiten erreicht (Nussenzweig et
al., 1967; Miiller et al., 2005). Beide Methoden beruhen auf dem Prinzip, dass die
attenuierten Sporozoiten zwar Leberzellen infizieren konnen, sich aber nicht mehr zu
Merozoiten entwickeln. Dadurch kommt es zu einer ldngeren Prasenz von Leberphasen-
Antigenen in der Leber und zur Induktion protektiver und lang anhaltender CTL-
Antworten. Die induzierte Immunantwort ist durch Tyl-Zytokine wie IFNy
gekennzeichnet (White et al.,, 1994). Andere Immunisierungsstrategien gegen
Leberphasen-Antigene, die z.B. virale Vektoren nutzen, konnten zwar auch zum Teil eine
protektive Immunitdt erzeugen, aber keinen anhaltenden Schutz. Die Mechanismen, die zu
einer langfristig anhaltenden Memory-Antwort, speziell der Induktion von Effektor-
Memory-T-Zellen, in der Leber fiihren, sind noch nicht geklért. Es wurde postuliert, dass
die Dauer des Antigenkontakts eine Rolle spielen konnte. Ebenso scheinen CD4" T-
Helfer-Zellen eine Rolle zu spielen. So ist zwar die primdre CD8" T-Zellantwort
unabhiingig von CD4" T-Zellen, jedoch scheint die CD4" T-Zell-Hilfe wichtig fiir die
Differenzierung von Tgy und Tewm zu sein (Carvalho et al., 2002; Wherry et al., 2003).

5.7 Ausblick

Die bisher einzig wirksame Immunisierung gegen das Leberstadium der Malaria, die eine
lang anhaltende protektive Immunitét erzeugt, ist die Immunisierung mit attenuierten
Sporozoiten, die entweder durch Bestrahlung oder eine Mutation nicht mehr in der Lage
sind, in die Blutphase der Malaria-Infektion einzutreten (Nussenzweig et al., 1967; Miiller
et al.,, 2005). Jedoch stellt dies aufgrund der anspruchsvollen und kostenintensiven
Herstellung der Sporozoiten keine Alternative fiir einen massenhaften Einsatz als Vakzine
dar. In diversen Studien wurde gezeigt, dass es prinzipiell mdglich ist, durch die Induktion
einer CD8" T-Zellantwort gegen Leberphasen-Antigene mit Hilfe von trigerbasierten
Impfstoffen Méuse gegen eine Malaria-Infektion zu schiitzen. Jedoch stellen wie auch in

der vorliegenden Arbeit die Zahl der induzierten Effektor-T-Zellen sowie die Persistenz
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der Effektor-Memory-T-Zellen in der Leber gravierende Probleme dar. Zudem sind viele
Plasmodien-Antigene hoch polymorph oder treten als antigene Varianten in
Multigenfamilien auf. Multivalente Immunisierungen gegen verschiedene Leber- und
Blutphasen-Antigene konnten dieses Problem umgehen. Dafiir ist es auch notig, weitere
geeignete Antigene der Leber- und der Blutphase zu charakterisieren. So ist das
Circumsporozoitenprotein zwar gut charakterisiert, allerdings wird seine Expression im
Verlauf der Infektion der Hepatozyten stark vermindert. Die Identifizierung neuer
Antigene, die ldnger in der Leberphase présent sind, konnte vermutlich die Induktion
protektiver Immunantworten erleichtern.

Ein weiterer Aspekt ist die immunologische Besonderheit der Leber. Sie wird auch als
»Friedhof aktivierter T-Zellen* bezeichnet, da gezeigt wurde, dass aktivierte T-Zellen in
die Leber migrieren und dort abgeschaltet bzw. durch Apoptose eliminiert werden (Crispe
et al., 2000; Knolle und Limmer, 2001; Klugewitz et al., 2002). Dazu tragt das in der
Leber vorherrschende suppressive Zytokinmilieu mit TGF-f3 und IL-10 bei. Zudem gilt die
Leber als tolerogenes Organ. So konnen die endothelialen Zellen der Leber (LSEC, liver
sinusoidal endothelial cells) oral aufgenommene Antigene préisentieren und eine
antigenspezifische Toleranz erzeugen (Limmer et al., 2005). Diese Besonderheiten
erschweren vermutlich die Induktion einer dauerhaften Immunitét gegen das Leberstadium
der Malaria.

Die Kombination verschiedener Antigentrdger in heterologen Immunisierungen stellt
wahrscheinlich die beste Strategie dar, um protektive Immunantworten gegen das
Leberstadium der Malaria zu erzeugen. Durch die Weiterentwicklung der bisher
bekannten sowie die Herstellung neuer Antigentréger, die z.B. eine bessere Persistenz in
der Leber und eine ldngere Antigenpréisentation erreichen, liefe sich die immunogene
Effizienz der heterologen Immunisierung womoglich noch steigern.

Ein anderer Ansatz zur Induktion einer Immunitit gegen Malaria in Endemiegebieten wird
mit der priaventiven Behandlung von Kleinkindern verfolgt. Es ist bekannt, dass Menschen
in Malaria-Endemiegebieten nur langsam durch wiederholte Infektionen eine klinische
Immunitdt gegen Malaria entwickeln, welche vor allem durch eine humorale
Immunantwort gekennzeichnet ist, wihrend Leberphasen-spezifische CTLs kaum
auftreten. Es gibt Studien, die die These unterstiitzen, dass die Blutphase der Malaria-
Infektion die Suppression oder Eliminierung Leberphasen-spezifischer T-Zellen
verursacht (Xu et al., 2002; Ocana-Morgner et al., 2003). In diesem Zusammenhang sind

die Ergebnisse einer Studie iiber die praventive Malariabehandlung von Kleinkindern



96
DISKUSSION

interessant (Schellenberg et al., 2005). Kinder unter fiinf Jahren sind am stdrksten
gefdhrdet, einer schweren Malaria-Infektion zu erliegen. Durch periodische
prophylaktische Behandlung von Kleinkindern mit dem Medikament Sulfadoxin-
Pyrimethamin im Abstand von wenigen Monaten konnte erreicht werden, dass sowohl
wiéhrend als auch nach Ende der Behandlung weniger Malaria-Infektionen als in der
Kontrollgruppe auftraten. Dieses Medikament ist gegen Parasiten der Blutphase wirksam.
Die periodische Suppression der Malaria-Blutphase scheint also die Ausbildung der
Immunitdt der Kinder beschleunigt zu haben. Trotz dieses viel versprechenden
Ergebnisses ist die massenhafte prophylaktische Behandlung von Kleinkindern auf lange
Sicht problematisch, da sie die ohnehin zunehmende Ausbreitung von resistenten
Plasmodien-Stimmen unterstiitzen wiirde. Die Entwicklung eines Impfstoffs, der eine
dauerhafte Immunitédt gegen die Malaria-Infektion induziert oder zumindest den Verlauf
der Infektion so stark abmildert, dass die hohe Sterblichkeit von Kleinkindern vermindert

wird, bleibt also ein wichtiges Ziel der Malaria-Forschung.
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6 Zusammenfassung

Die Immunisierung gegen das Leberstadium der Malaria ist mit vielen Schwierigkeiten
verbunden, die in der immunologischen Besonderheit der Leber aber vor allem auch in der
Komplexitit des Parasiten und dessen Lebenszyklus begriindet liegen. Ein Problem ist die
hohe Anzahl an polymorphen Antigenen. Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Induktion
einer zelluldiren Immunantwort, die essentieller Bestandteil einer protektiven Immunitit
gegen die intrazelluliren Parasiten ist. Um eine solche CD8" T-Zellantwort zu erzeugen,
muss das entsprechende Antigen in das zytosolische Kompartiment von
antigenprisentierenden Zellen (APZ) transportiert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Eignung zweier rekombinanter Antigentriger untersucht, eine protektive CD8"
T-Zellantwort gegen das Circumsporozoiten-Protein (CSP) der Plasmodium berghei
Sporozoiten zu erzeugen. Durch Immunisierungen mit attenuierten Sporozoiten wurde
bereits gezeigt, dass eine zelluldire Immunantwort gegen CSP einen Schutz gegen eine
Malaria-Infektion vermitteln kann (Schofield et al., 1987; Romero et al., 1989).

Im Rahmen der Arbeit wurde zum einen der rekombinante Salmonellen-Stamm
S. typhimurium SB824 (pST-TB) hergestellt. Die Salmonellen dieses Stammes
exprimieren ein Fusionsmolekiil aus dem bakteriellen Effektorprotein YopE und dem
CD8-Epitop des P. berghei CSP. Der YopE-Teil des Fusionsmolekiils vermittelt dessen
Translokation in das Zytosol eukaryotischer Zellen iiber den Typ III-Sekretionsapparat der
Salmonellen und ermdglicht so den Transport des CSP-Epitops in das MHC I-
Kompartiment.

Des Weiteren wurde die bakterielle Adenylatcyclase (ACT) aus B. pertussis als nicht-
replizierender Antigentriger verwendet. Aufgrund der Fihigkeit der Adenylatcyclase, an
eukaryotische Zellen zu binden und ihre katalytische Domédne in deren Zytosol zu
translozieren, kann sie als Transportermolekiil fiir CD8-Epitope genutzt werden. Das hier
verwendete rekombinante ACT-Molekiil ACT-CSP enthélt innerhalb seiner katalytischen
Domine das CD8-Epitop des P. berghei CSP.

Es konnte hier gezeigt werden, dass sowohl die Translokation des YopE-CSP-
Fusiosmolekiils durch die rekombinanten Salmonellen als auch die Translokation des
CSP-Epitops durch das Adenylatcyclase-Konstrukt zur Priasentation des CSP-Epitops auf
MHC I-Molekiilen von APZ fiihrt.
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Der Salmonellen-Stamm SB824 (pST-TB) und das Adenylatcyclase-Fusionsmolekiil
ACT-CSP erwiesen sich in vivo als effiziente Induktoren einer systemischen CSP-
spezifischen CD8" T-Zellantwort. Sowohl in der Milz als auch in der Leber der
immunisierten Maéuse konnten antigenspezifische IFNy-produzierende T-Zellen
nachgewiesen werden. Die Stirke der induzierten Immunantwort war nach einmaliger
Immunisierung mit ACT-CSP und nach dreimaliger Immunisierung mit SB824 (pST-TB)
vergleichbar, und beide Antigentriger erzeugten eine Tyl-basierte Immunantwort. Zudem
induzierten beide Immunisierungen eine Memory-Antwort, die durch Effektor-Memory-
T-Zellen in der Leber und zentrale Memory-T-Zellen in der Milz gekennzeichnet war.
Jedoch war in beiden Fillen die induzierte CSP-spezifische CDS8" T-Zellanwort nicht
ausreichend, um die Miuse vor einer Sporozoiten-Infektion zu schiitzen.

Die primére CSP-spezifische T-Zellantwort nach Immunisierung mit ACT-CSP liel3 sich
durch eine weitere Gabe von ACT-CSP nicht steigern. Durch die Blockade jedoch des
negativ-regulatorischen Molekiills CTLA-4 (CD152) in Kombination mit einer
Zweitimmunisierung mit ACT-CSP konnte eine signifikant gesteigerte CSP-spezifische T-
Zellantwort im Vergleich zur alleinigen Immunisierung mit ACT-CSP erreicht werden.
Diese Immunisierung erzeugte in nahezu 70% der Méuse eine protektive Immunitit. Sie
bot jedoch keinen langfristigen Schutz, obwohl durch die CTLA-4-Blockade auch eine
signifikant stirkere Memory-T-Zellantwort und ein hoherer Anteil an Effektor-Memory-
T-Zellen in der Leber induziert werden konnte.

Als am wirksamsten hat sich die Kombination der beider Antigentrdger in einer
heterologen prime/boost-Immunisierung erwiesen, wobei die Reihenfolge der
Immunisierung entscheidend fiir die Stirke der induzierten Immunantwort war. So fiihrte
die dreimalige Applikation des Salmonellen-Stammes S. typhimurium SB824 (ST-TB) als
Primérimmunisierung gefolgt von einer Zweitimmunisierung mit ACT-CSP zu den
stirksten hier erreichten CSP-spezifischen T-Zellanworten und erzeugte eine sterile
Immunitdt in allen immunisierten Mdusen. Ob diese protektive Immunitit langfristig
besteht, bleibt noch zu untersuchen. Zusammentfassend legen die Ergebnisse dieser Arbeit
nahe, dass die erfolgreiche Immunisierung gegen das Leberstadium der Malaria am
ehesten durch die Kombination verschiedener Antigentrdger in einer heterologen

Immunisierung zu erreichen ist.
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ANHANG

Anhang I: DNA-Sequenz P. berghei CSP (Vektor pSG-pbCSP)

ATGAAGAAGTGTACCATTTTAGTTGTAGCGTCACTTTTATTAGTTAATTC 50
TCTACTTCCAGGATATGGACAAAATAAAAGCATCCAAGCCCAAAGGAACT 100
TAAACGAGCTATGTTACAATGAAGGAAATGATAATAAATTGTATCACGTG 150
CTTAACTCTAAGAATGGAAAAATATACATACGAAATACAGTCAACAGATT 200
ACTTGCCGATGCTCCCGAAGGAAAAAAAAATGAGAAAAAAAACAAAATAG 250
AGCGTAATAATAAATTGAAACAACCACCACCACCACCAAACCCAAATGAC 300
CCACCACCACCAAACCCAAATGACCCACCACCACCAAACCCAAATGACCC 350
ACCACCACCAAACCCAAATGACCCACCACCACCAAACCCAAATGACCCAC 400
CACCACCAAACGCAAATGACCCACCACCACCAAACGCAAATGACCCAGCA 450
CCACCAAACGCAAATGACCCAGCACCACCAAACGCAAATGACCCAGCACC 500
ACCAAACGCAAATGACCCACCACCACCAAACGCAAATGACCCACCACCAC 550
CAAACCCAAATGACCCAGCACCACCAAACGCAAATGACCCACCACCACCA 600
AACCCAAATGACCCAGCACCACCACAAGGAAATAACAATCCACAACCACA 650
GCCACGGCCGCAGCCACAACCACAGCCACAGCCACAACCACAGCCACAGC 700
|— s-CSPI-BamHI
CACAACCACAGCCACGACCACAGCCACAACCACAGCCAGGTGGTAATAAC 750
AATAACAAAAATAATAATAATGACGATTCTTATATCCCAAGCGCGGAAAA 800
as-CSPI-Xhol/Sall <«
AATACTAGAATTTGTTAAACAGATCAGGGATAGTATCACAGAGGAATGGT 850
CTCAATGTAACGTAACATGTGGTTCTGGTATAAGAGTTAGAAAACGAAAA 900
GGTTCAAATAAGAAAGCAGAAGATTTGACCTTAGAAGATATTGATACTGA 950
AATTTGTAAAATGGATAAATGTTCAAGTATATTTAATATTGTAAGCAATT 1000

CATTAGGATTTGTAATATTATTAGTATTAGTATTCTTTAATTAA 1050
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Anhang II: Aminosiure-Sequenz P. berghei CSP

MKKCTILVVASLLLVNSLLPGYGONKIIQAQRNLNELCYN
EGNDNKLYHVLNSKNGKIYNRNTVNRLLADAPEGKKNEKK
NEKIERNNKLKQPPPPPNPNDPPPPNPNDPPPPNPNDPPP
PNPNDPAPPNANDPAPPNANDPAPPNANDPAPPNANDPAP
PNANDPAPPNANDPAPPNANDPPPPNPNDPAPPQGNNNPQ
PQPRPQPQPQPQPQPQPQPQPQPRPQOPQPQPGGNNNNKNN
MHC I Epitop
NNDDSYIPSAEKILEFVKQIRDSITEEWSQCNVTCGSGIR

VRKRKGSNKKAEDLTLEDIDTEICKMDKCSSIFNIVSNSL

GFVILLVLVFFN

40

80

120

160

200

240

280

320

332
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Anhang III: Vektor pST-TB

Xho

Sacll

pSC101 ori

Plasmid: pST-TB

GroRe: 6,0 kb

Insert: Y. enterocolitica SycE; Y. enterocolitica YOpE .13 - P. berghei CSP231.060; M45 Tag
Referenz: pWSK29-Derivat (Wang et al., 1991)





