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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus Zellen und l6slichen Mediatoren, die in aufeinander abgestimmter
Weise den Organismus vor pathogenen Mikroorganismen (Bakterien, Pilze, Parasiten und Viren)
schutzen. Bei den hoheren Vertebraten setzt sich das Immunsystem aus der angeborenen und der
adaptiven Immunitit zusammen (Ubersicht bei Janeway et al., 2001). Dabei stellt die angeborene
Immunantwort den phylogenetisch &lteren Teil des Immunsystems dar, der einen unspezifischen
Schutz gegen Pathogene vermittelt. Zu den Schutzmechanismen zédhlen die Epithelien der Haut
und Schleimhdute, die ein Eindringen von Pathogenen mechanisch, chemisch (antimikrobielle
Peptide und Enzyme) und mikrobiologisch (Mikroflora des Darms) verhindern. Daneben bildet
der alternative Weg der Komplementaktivierung einen weiteren Bestandteil der angeborenen
Immunitét, der durch spontane Spaltung des Komplementfaktors C3 ausgelost wird und zur
Opsonisierung von Pathogenen fiihrt. Phagozytierende Zellen wie Makrophagen und neutrophile
Granulozyten erkennen tber spezifische Rezeptoren (Scavenger-Rezeptor, Mannose-Rezeptor,
Toll-Rezeptoren) Pathogene anhand von konservierten Strukturen (u.a. Lipopolysaccharid oder
Flagellin bei Bakterien, doppelstrangige RNA-Intermediate bei Viren). Nach der Aufnahme der
Pathogene verstéarken sie die Immunreaktion durch Freisetzung von Chemokinen und Zytokinen.
Die natdrlichen Killerzellen (NK-Zellen) stellen aufgrund ihrer zytotoxischen Aktivitat eine
weitere wichtige Komponente des unspezifischen Schutzes dar, weil sie virusinfizierte Zellen
eliminieren kénnen. Uber die Produktion von Chemokinen und verschiedenen Zytokinen am Ort
der Entzindung (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a) wirken zelluldre und humorale Komponenten
der angeborenen Immunantwort zusammen. Hinzu kommt, dass die unspezifische Immunabwehr
die adaptive Immunitét einleitet, weil dendritische Zellen (DCs) und zu einem geringeren Mal}

auch Makrophagen als professionelle antigenprésentierende Zellen (APCs) fungieren.

1.1.2 Die adaptive Immunitat

Die spezifisch erworbene (adaptive) Immunitéat beruht auf der Aktivitat der antigenspezifischen
B- und T-Lymphozyten und den von ihnen freigesetzten Effektormolekilen. Die Lymphozyten
werden wie eine Vielzahl anderer Zellen aus den im Knochenmark vorhandenen pluripotenten
Stammzellen gebildet (Lemischka et al., 1986). Wahrend die B-Zellen bis zur vollstandigen
Reifung im Knochenmark verbleiben, wandern T-Zellvorlaufer ab der 13. Entwicklungswoche in

den Thymus und reifen dort. Nur ein geringer Teil der Lymphozyten zirkuliert in Blut und
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Lymphe, wahrend die Uberwiegende Zahl in den lymphatischen Organen (Milz, Lymphknoten,
Peyersche Plaques, Tonsillen) lokalisiert ist. An diesen Orten finden die Interaktionen zwischen

APCs und T-Zellen statt, die letztlich zur Ausbildung der adaptiven Immunantwort fiihren.

Die zelluldre Immunantwort wird von den T-Zellen vermittelt, die zun&chst im Thymus aus den
eingewanderten Vorléuferzellen heranreifen. In den Thymozyten finden Umlagerungen in den
Keimbahngenen statt, wobei die Diversitat der Antigenrezeptoren (T-Zell-Rezeptoren, TCR)
durch somatische Rekombination zustande kommt (Tonegawa, 1983). Nur ein geringer Teil der
Thymozyten berlebt den anschlieBenden Selektionsprozess, der sich in positive und negative
Selektion aufteilt. Bei der positiven Selektion werden T-Zellen angereichert, die Gber ihren TCR
korpereigene Haupt-Histokompatibilitats-Antigene (MHC-Molekile) erkennen (Chidgey et al.,
2001). Dieser als MHC-Restriktion bezeichnete Mechanismus der Antigenerkennung ermoglicht
den T-Zellen die Unterscheidung zwischen Selbst und Nicht-Selbst. Bei der negativen Selektion
werden alle hochaffinen T-Zellen im Thymus eliminiert, um autoreaktive und daher potenziell
bedrohliche T-Zellen zu entfernen (Sprent et al., 2002). T-Zellen erkennen Uber ihren TCR
Proteine nur, wenn diese zuvor von APCs prozessiert wurden und ihnen als Peptidfragmente an
das passende MHC gebunden présentiert werden. Der heterodimere TCR, der bei den meisten T-
Zellen aus einer a- und einer b-Kette besteht (eine kleine Subpopulation der T-Zellen trégt einen
gd-TCR), ist mit einem Korezeptor assoziiert. Anhand der Korezeptoren erfolgt eine Einteilung
der T-Zellen in zwei Subklassen: CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen. CD4" T-Zellen erkennen
Peptidantigene im Komplex mit MHC-II-Molekiilen auf der Zelloberflache von professionellen
APCs. Da die Expression der MHC-I1-Molekiile auf APCs (DCs, Makrophagen und B-Zellen)
beschrénkt ist, kénnen CD4" T-Zellen nur durch sie aktiviert werden (Koénig, 2002). Anhand
ihres Zytokinrepertoires lassen sich CD4" T-Zellen in Tyl- und Th2-Zellen differenzieren.
Wahrend dabei aktivierte Tyl-Zellen pro-inflammatorische Zytokine wie IFN-g oder TNF-a
sezernieren, produzieren Ty2-Zellen nach ihrer Aktivierung vor allem IL-4, I1L-5 und IL-10 und
unterstiitzen so die Antikorpersekretion von B-Zellen. Daher begiinstigen Ty1-Zellen besonders
die zelluldre Immunantwort gegen intrazelluldre Pathogene, wohingegen Ty2-Zellen bei der
Beseitigung extrazellul&rer Erreger mitwirken. Weil IFN-g die T2-Differenzierung hemmt und
umgekehrt IL-4 und IL-10 die Entwicklung von Tyl-Zellen inhibieren, wird die Tul/Ty2-
Differenzierung auch durch Rickkopplungseffekte stabilisiert (O’Garra, 1998).

Im Gegensatz zu CD4" T-Zellen, die vor allem der Aktivierung der zellularen und humoralen
Immunantwort dienen, besteht die Funktion der zytotoxischen CD8" T-Zellen in der Abtétung
von virusinfizierten Zellen und maligne entarteten Korperzellen. Uber den TCR der CD8" T-
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Zellen werden Peptidfragmente erkannt, die ihnen von MHC-1-Molekiile prasentiert werden. Die
Peptide entstammen Proteinen aus dem Zytosol und werden von dort in das endoplasmatische
Retikulum (ER) transportiert. Da MHC-I-Molekile auf nahezu allen kernhaltigen Zellen
exprimiert werden, kénnen alle virusinfizierten Zellen den zytotoxischen CD8" T-Zellen virale
Peptide prasentieren und so von diesen eliminiert werden. Das Abtdten der Zielzellen durch
CD8" T-Zellen erfolgt dabei durch Freisetzung von zytolytischen Granula oder durch Induktion

der Apoptose in den Zielzellen tber den Fas-Liganden.

1.1.3 Kostimulation

Fur naive T-Zellen ist neben dem TCR-vermittelten Signal durch die Prasentation von MHC-
gebundenen Peptiden ein zweites Signal der APC notwendig, um Proliferation, IL-2-Sekretion
und Differenzierung zu T-Effektorzellen auszul6sen. Fehlt dieses kostimulatorische Signal, wird
in den betreffenden T-Zellen eine Anergie induziert. Auf diese Weise wird die Aktivierung von
autoreaktiven T-Zellen, die der negativen Selektion im Thymus entgangen sind, verhindert.
Dadurch bleibt die Toleranz gegeniliber Autoantigenen, die in der Peripherie exprimiert werden,
erhalten. Weil die Expression kostimulatorischer Molekiile nahezu ausschlieBlich professionellen
APCs des Immunsystems vorbehalten ist, kdnnen nur sie den naiven T-Zellen das Signal zur
Proliferation geben. APCs werden nach Kontakt mit einem Pathogen oder einer inflammatorisch
wirkenden Substanz aktiviert (Reis e Sousa, 2004) und wandern dann in die T-Zellareale der
regionalen Lymphknoten ein. Auf dem Weg dorthin regulieren sie ihre kostimulatorischen
Molekile hoch und sezernieren verschiedene Chemokine und Zytokine (Banchereau et al., 2000;
Cella et al., 1997). Ein essentielles kostimulatorisches Signal fur die Aktivierung einer naiven T-
Zelle ist dabei die Interaktion von CD28, das konstitutiv als Homodimer auf der Oberflache von
T-Zellen exprimiert wird, mit den strukturell verwandten Molekilen CD80 (B7.1) und CD86
(B7.2). Diese gehoren zur B7-Familie und werden von professionellen APCs, aber auch von
aktivierten T-Zellen exprimiert (Ubersicht bei June et al., 1994). Die Bindung von CD28, das ein
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie darstellt, an CD80/CD86 Iost eine anhaltende IL-2-
Produktion in T-Zellen aus (Yashiro et al. 1998). Letztlich wird so die Proliferation der T-Zellen
ausgeldst und gleichzeitig verhindert, dass die T-Zellen anerg werden oder in ihnen eine
Apoptose induziert wird. Neben den kostimulatorischen Molekilen existieren jedoch auch
Koinhibitoren (CTLA-4, PD-1, BTLA), die an der Regulation von T-Zellantworten mitwirken
und T-Effektorfunktionen inhibieren. Sie sind von essentieller Bedeutung fur die Beendigung

von Immunantworten und die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz.
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114 CTLA-4/B7.1und B7.2

Das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen (CTLA-4, CD152) und CD28 sind miteinander
verwandte Proteine, die von T-Zellen exprimiert werden. Beide gehdren zur Immunglobulin-
Superfamilie, sind etwa 75 % homolog zueinander und liegen als Homodimere vor (Ubersicht
bei Carreno et al., 2002; Chen, 2004; Coyle et al., 2001). CTLA-4 und CD28 binden mit B7.1
und B7.2 (CD80 und CD86) die gleichen Liganden, die von professionellen APCs exprimiert
werden, wobei die Affinitat von CTLA-4 zu diesen Liganden allerdings 20 bis 100fach hoher ist
(Collins et al., 2002). Neben APCs exprimieren auch aktivierte T-Zellen B7.1 und B7.2, so dass
auch sie tber CD28/CTLA-4 mit anderen T-Zellen interagieren und so deren Effektorfunktionen
regulieren konnen (Sansom et al., 1993; Paust et al., 2004). Wahrend die B7/CD28-Interaktion
als kostimulatorisches Signal fur die initiale T-Zellaktivierung essentiell ist, wirkt CTLA-4
antagonistisch zu CD28 und flhrt nach der Bindung an B7-Molekile zum Zellzyklus-Arrest der
T-Zellen (Abb. 1.1). Die Abschaltung der T-Zellen findet dabei vor allem in den sekundaren
lymphatischen Organen statt (Carter et al., 2003). Fur die Funktion von CTLA-4 ist bedeutsam,
dass die Expression von CD28 und CTLA-4 differentiell reguliert wird. Wahrend CD28
konstitutiv auf der Oberflache von naiven und aktivierten T-Zellen vorhanden ist, wird CTLA-4
in stimulierten CD4"CD25  T-Zellen de novo transkribiert und liegt aufgrund der schnellen
Endozytose von CTLA-4 nur in geringen Mengen auf der Zelloberflache vor (Alegre et al.,
1996). Die Bedeutung von CTLA-4 fur
die Regulation der Effektorfunktionen

N

von T-Zellen wurde mit agonistischen
Anti-CTLA-4-AntikOrpern gezeigt, die CD8o/86

. . . . CTLA-4
Zu einer reduzierten Proliferation und

IL-2-Sekretion fuhrten (Krummel et al.,
1995; Walunas et al., 1996). CTLA-4
wird nicht nur von aktivierten T-Zellen

exprimiert, sondern auch konstitutiv von
Apoptose Proliferation Zellzyklus-Arrest

CD4'CD25'Foxp3"  T-Zellen  (Treg) Anergie Differenzierung
Effektor-Funktionen
(Takahashi et al., 2000; Read et al.,
Abb. 1.1:

2000). Neben Effektor-T-Zellen spielen Kostimulation tber CD28 / Koinhibition iber CTLA-4

In Abwesenheit von Kostimulation tber CD80/86 fiihrt MHC-
Antigenprésentation durch APCs zu T-Zellanergie. T-Effektor-
Rolle im |mmunsystem’ da sie Effektor- funktionen werden nur bei CD80/86-Interaktion mit CD28
ausgeldst. Bindung von CD80/86 an CTLA-4 auf der T-Zelle
T-Zellantworten begrenzen und damit  fihrt dagegen zu Zellzyklus-Arrest (nach Alegre et al., 2001).

regulatorische T-Zellen eine wichtige
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essentiell sind fir die Aufrechterhaltung der Selbst-Toleranz. Dabei werden die natirlich
vorkommenden von den induzierten Ty unterschieden. Wahrend die naturlich vorkommenden
Treg 1hren Ursprung im Thymus haben und zentraler Bestandteil der peripheren Toleranz sind,
entstehen die induzierten Trg im Verlauf der Immunantwort und wirken T-Effektorfunktionen
entgegen (Sakaguchi, 2005). Ein spezifischer Marker fiir Teq ist dabei der Transkriptionsfaktor
Foxp3 (forkhead/winged helix transcription factor), der ein zentraler Regulator bei der
Differenzierung von Teg ist (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003). Belege, dass CTLA-4 bei
der Suppression von T-Effektorfunktionen durch T von Bedeutung ist, erbrachten Experimente
mit blockierenden Anti-CTLA-4-Antikorpern, die eine Suppression verhindern (Zheng et al.,
2004; Tang et al., 2004; Loser et al., 2005). Allerdings existieren auch Studien, in denen gezeigt
wurde, dass Trq unabhangig von CTLA-4 T-Zellantworten modulieren kénnen (Kataoka et al.,
2005; Levings et al., 2001; Thornton et al., 2004). Neben der Inhibition der T-Zelle nach der
CTLA-4-Bindung an CD80/CD86 kommt es auch zur Signaltransduktion in den APCs, die
letztlich zu einer verstarkten Expression der Indolamin-2,3-dioxygenase (IDO) fihrt (Grohmann
et al., 2003; Orabona et al., 2005). Dieses Enzym baut die essentielle Aminoséure Tryptophan
ab, wobei als Metabolit L-Kynurenin entsteht, das immunsuppressiv wirkt (Munn et al., 2002).
Zusammenfassend werden die T-Effektorfunktionen also von Ty APCs und aktivierten T-
Zellen moduliert (Abb. 1.2).

- CTLA-4 - CDBOBE ————
: PN
Die Bedeutung von CTLA-4 ‘ Aktivierung l
. . Treg TEffektor
fur die Regulation von Immun-
antworten in vivo dokumentiert TCR - Ag - ~ Ag-TCR
der Phanotyp von CTLA-47- . .
%’p - - —— TCR=-Ag H‘T“ L — Ag=TCR —. —_ -
Méusen, die aufgrund einer T APC ~ ) wavienng |
— DO 4 Tryptophan
polyklonalen Lymphozytenak- - Cm-b ~ v
tivierung eine schwere Immun-
) . ) s CTLA-4 - CODB0/EE "I
pathologie zeigen (Chikuma et am 0P -CTs ——
al., 2003). Diese wird von einer A" [ ([ Teartr Aerung |
Splenomegalie und Infiltration !
. . . TCR - Ag Ag-TCR
von T-Zellen in die peripheren
Organe begleitet, so dass also Abb. 1.2-

CTLA-4 fiur die Homoostase CTLA-4-abhangige Regulationsmechanismen von T-Effektorantworten

des Immunsvstems und die Die Modulation von T-Zellantworten ist sowohl direkt durch T,
y indirekt ber APCs sowie durch Abschaltung von T-Zellen durch andere
Kontrolle von autoreaktiven T-  aktivierte T-Effektorzellen moglich (nach von Boehmer, 2005).
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Zellen essentiell zu sein scheint. Der Phanotyp der CTLA”-Mause ist dabei vergleichbar mit
dem von Foxp3™ (,,Scurfy“)-Mausen, die aufgrund der Foxp3-Defizienz keine regulatorischen
T-Zellen besitzen (Khattri et al., 2003). Experimente an Mausen, in denen durch eine chronische
Antigenexposition Anergie in den T-Zellen induziert wurde, dokumentieren ebenfalls, dass
CTLA-4 wichtig ist, um die periphere Toleranz aufrecht zu erhalten. Dabei wurde die Anergie
der T-Zellen durch CTLA-4-Blockade durchbrochen (Eagar et al., 2004).

Neben CTLA-4 ist TGF-b ein wichtiger Mediator, der die Funktion von Foxp3® regulatorischen
T-Zellen beeinflusst. Zwar haben CTLA-47-Méause Treg, die Foxp3 exprimieren (Tang et al.,
2004), und Foxp3"CTLA-4" Ty sind auch in TGF-B"'-Méusen vorhanden (Sullivan et al., 2001,
Mamura et al., 2004). Zahlreiche Studien zeigen jedoch, dass TGF-p positiv auf die Foxp3-
Expression wirkt (Chen et al., 2003; Zheng et al., 2002; Zheng et al., 2004). Neben der Foxp3-
Induktion durch TGF- in vitro reguliert es in vivo ebenfalls dessen Expression hoch (Huber et
al., 2004; Schramm et al., 2004). In neueren Studien wurde beschrieben, dass TGF-p differentiell
auf die nattrlich vorkommenden Teg und induzierte Ty Wirkt. So ist die Anzahl peripherer Tieq
und deren Foxp3-Expression in TGF-B”-Mausen stark reduziert, wahrend die Foxp3-Expression
der Treg im Thymus unverdndert bleibt (Marie et al., 2005). Der Zusammenhang zwischen der
Expression von CTLA-4 und Foxp3 wurde auch durch retrovirale Transduktion von CD4"CD25
T-Zellen mit Foxp3 belegt, weil CTLA-4 auf den transduzierten T-Zellen induziert wurde (Yagi
et al., 2004; Hori et al., 2003). Insgesamt scheint also deutlich zu sein, dass CTLA-4 eine
funktionelle Bedeutung in Ty hat. So haben genetische Analysen von Polymorphismen in der
3’-untranslatierten Region des humanen CTLA-4-Gens gezeigt, dass Punktmutationen gehduft
bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen (Graves disease, Hypothyreose, Typ-1-Diabetes u.a.)
auftreten (Ueda et al., 2003). Da CTLA-4 zudem von aktivierten T-Zellen exprimiert wird und
notwendig fir deren Abschaltung ist, spielt es auch bei der Beendigung einer Immunantwort eine

wichtige Rolle.

Die Funktion von CTLA-4 bei der Regulation von Immunantworten gegen Pathogene ist in
zahlreichen Infektionsmodellen untersucht worden (Martins et al., 2004; Watanabe et al., 2004;
Graefe et al., 2004). Im Verlauf der Malariaerkrankung scheint CTLA-4 dabei als Koinhibitor
von Bedeutung zu sein. In einer Patientenstudie wurde nachgewiesen, dass wéahrend einer
Infektion mit P. falciparum die CTLA-4-Expression auf humanen CD4" T-Zellen signifikant
erhoht ist (Schlotmann et al., 2000). Die CTLA-4-Expression korrelierte dabei mit anderen
Parametern flr die Schwere des Krankheitsverlaufes (Braun et al., 2003). Im P. berghei ANKA-

Mausmodell wurde die Kinetik der CTLA-4-Expression in der Blutphase der Malaria untersucht,
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wobei diese am neunten Tag nach der Infektion ihren Hohepunkt erreichte (etwa 10 % aller
CD4"-T-Zellen waren CD4'CTLA-4%). Die Applikation eines blockierenden Anti-CTLA-4-
Antikorpers flhrte bei nachfolgender Infektion mit P. berghei ANKA-infizierten Erythrozyten
zu einer hoéheren Inzidenz von zerebraler Malaria (Jacobs et al., 2002). Zudem wurde durch eine
CTLA-4-Blockade die im Verlauf der Malaria auftretende Suppression der T-Effektorfunktionen
aufgehoben. Daneben induzierte eine CTLA-4-Blockade eine verstarkte Immunpathologie in der
Leber, die mit einer erhohten Sekretion der pro-inflammatorischen Zytokine IL-12 und IFN-g
verbunden war (Jacobs et al., 2004). Die T-Zellaktivitat bei einer Immunantwort gegeniiber
Infektionen wird also offenbar tber die Expression von CTLA-4 reguliert, wobei CTLA-4-
abhangige Mechanismen uberschieBende Immunantworten und daraus resultierende Immun-

pathologie verhindern.

1.1.5BTLA/HVEM

Vor kurzem wurde als weiteres koinhibitorisches Molekul neben CTLA-4 und PD-1 der B- und
T-Lymphozyten-Attenuator (BTLA) identifiziert (Watanabe et al., 2003). Das murine BTLA ist
ein Typ-I-Transmembranprotein, das 306 Aminoséuren umfasst und ein Signalpeptid, mehrere
N-Glykosylierungsstellen, eine 1g-Domane, eine Transmembran- und eine intrazellulare Domane
aufweist. Diese besteht aus etwa 100 Aminosauren, von denen drei Tyrosinreste (Y226, Y257,
Y282) reversibel phosphoryliert werden kdnnen. Wéhrend phosphoryliertes Y226 eine Grb2-
Bindungsstelle darstellt, handelt es sich bei den anderen beiden Tyrosinresten um ein ITIM- und
ITSM-Motiv. Neben dieser BTLA-Isoform existiert eine BTLA-SpleilRvariante (BTLAS), der das
fur die 1g-Domane codierende Exon 2 fehlt. Als BTLA-Ligand wurde zunéchst das zur B7-
Superfamilie gehdrende Molekul B7-H4 (in der Literatur auch als B7x und B7S1 bezeichnet)
beschrieben (Watanabe et al., 2003). Dabei wurde B7-H4 durch Homologiesuche nach IgV- und
IgC-Domanen von B7-Familienmitgliedern und nachfolgendes Screening einer cONA-Bank aus
Plazentagewebe gefunden (Sica et al., 2003). Im Gegensatz zu den tbrigen Mitgliedern der B7-
Familie ist B7-H4 kein Transmembranprotein, sondern mit der Membran Gber einen Glycosyl-
Phosphatidylinositol-Anker verbunden (Prasad et al., 2003). Phylogenetische Untersuchungen
am murinen B7-H4 deuten auf Verwandtschaft zum B7-H3-Molekiil hin (Zang et al., 2003).

Spétere Untersuchungen zeigten allerdings, dass BTLA nicht an B7-H4, sondern HVEM (herpes
virus entry mediator) bindet, das ein Mitglied der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie ist
(Sedy et al., 2005; Gonzalez et al., 2005). Zuerst wurde HVEM dabei als Rezeptor fiir das



EINLEITUNG 8

Herpes simplex Virus Typ 1 beschrieben, da es immunglobulin-

dessen Bindung an die Zelle und damit deren el e
LT LICHT BTLA H5\V1gD

Infektion ermdglicht (Montgomery et al., 1996). l ‘

Neben BTLA weist HVEM zwei weitere

Bindungspartner auf: LT-o und LIGHT (Mauri : l

etal., 1998). Die Bindung von BTLA an HVEM /J /\-1 ><
- |
Hg oo g o
|}
|

ist ungewohnlich, da es die erste nachgewiesene
Interaktion zwischen einem Mitglied der CD28-
Familie (BTLA) mit einem zu der TNFR- 2
Familie gehorenden Protein (HVEM) darstellt |

(Abb. 1.3). Anhand der Strukturaufklarung von | |[ l
BTLA-HVEM-Kaokristallen durch die Rontgen- INR1 TNFRZ R DCRI  HVEM CMV ULIA
strukturanalyse wurde gezeigt, dass die TNFR-Familie

Bindungsstellen fir BTLA und LIGHT an Abb. 13:

HVEM nicht identisch sind. so dass deren Interaktionen zwischen HVEM, BTLA und LIGHT

Die Abbildung zeigt die Bindung von HVEM (TNFR-

gleichzeitige Bindung unter Bildung eines Familie) an LIGHT und LT-a (TNF-Familie). Zudem
bindet HYEM mit BTLA und dem Glykoprotein D

terndren Komplexes moglich scheint (Compaan  von HSV1 zwei Proteine aus der Immunglobulin-
Superfamilie (nach Murphy et al., 2006).
et al., 2005; vgl. Abb. 1.4).

Durch Kreuzvernetzung von BTLA mit dem TCR wurde bestétigt, dass es sich bei BTLA um
einen Koinhibitor handelt, weil dessen phosphorylierte intrazellulire Domdane mit den
Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 assoziiert und dadurch die IL-2-Sekretion von T-Zellen
inhibiert wird (Watanabe et al., 2003). Die Stimulation von T-Zellen mit anti-CD3-Antikdrper in
Gegenwart eines agonistischen Anti-BTLA-Antikorpers flhrte zu einer verringerten CD25-
Expression und IL-2-Produktion, wahrend die Expression des Aktivierungsmarkers CD69
unverandert war (Krieg et al., 2005). In gleicher Weise bewirkte die BTLA-Ligation durch
HVEM die intrazelluldre Phosphorylierung von BTLA und hemmte so die antigeninduzierte T-
Zellproliferation (Sedy et al., 2005). Hinsichtlich der BTLA-Signaltransduktion wurde
nachgewiesen, dass BTLA-Peptide, die das phosphorylierte N-terminale Tyrosin (Y226)
enthalten, neben Grb2 auch die p85-Untereinheit der P13-Kinase binden (Gavrieli et al., 2003).

Die funktionelle Analyse von BTLA wird dadurch erschwert, dass BTLA von einer Vielzahl von
Zelltypen exprimiert wird. Neben B- und T-Zellen weisen auch DCs und Makrophagen BTLA
auf. Des Weiteren exprimieren Thymozyten BTLA als Reifungsmarker wahrend der positiven
Selektion im Thymus (Han et al., 2004). Auch B-Zellen exprimieren BTLA im Verlauf ihrer



EINLEITUNG 9

Reifung im Pro- und Pra-B-Zellstadium (Hurchla et
al., 2005). Eine noch hohere Expression des R &timazxims::sirmv.zissx AR
Proteins wurde in unreifen B-Zellen (B220*IgM"°")
gefunden, die hdchste Expressionsrate in reifen B-
Zellen. Dabei liegt die Expression von BTLA auf
der Oberflache von B-Zellen etwa 10fach hoher als
bei T-Zellen (Han et al., 2004). Wéhrend LPS-
stimulierte B-Zellen BTLA herunterregulieren,
fihrt die T-Zellaktivierung zu einer gesteigerten
Expression von BTLA. In einer Studie wurde
gezeigt, dass BTLA ausschliel3lich von polarisierten
Tyl-Effektorzellen, nicht jedoch von Ty2-Zellen

exprimiert wird (Loyet et al., 2005); allerdings
wurde in einer anderen Arbeit eine vergleichbare  Abb. 1.4:

. . Modell der BTLA/LIGHT/HVEM:-Interaktion
BTLA-Expression in Tyl- und Ty2-T-Zellklonen

HVEM bindet als Trimer an LIGHT (Trimer)

beschrieben (Otsuki et al., 2006). Zudem wurde  bzw. BTLA (Monomer). Da deren Bindungs-
stellen an HVEM verschieden sind, ist die

eine erhohte Expression von BTLA in T-Zellen Bildung eines ternaren Komplexes méglich
nachgewiesen, in denen durch eine chronische (nach Compazn et ., 2005).
Stimulation mit Antigen eine Anergie induziert worden war (Hurchla et al., 2005). Vom
koinhibitorischen Molekil PD-1 ist bekannt, dass es von T-Zellen nach chronischer
Antigenexposition verstarkt exprimiert wird und an deren Abschaltung beteiligt ist (Barber et al.,
2005). BTLA wirkt demnach vermutlich ebenfalls an der Induktion von Anergie in T-Zellen und
der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz mit. Neuere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass
BTLA auch eine wichtige Rolle bei der Regulation des immunologischen Gedachtnisses spielt,
da BTLA-defiziente Méause eine groRere Zahl an CD8" Memory-T-Zellen aufweisen (Krieg et

al., 2007).

LIGHT wird in Analogie zu BTLA in T-Zellen nach deren Aktivierung induziert (Morel et al.,
2001; Shi et al., 2002). Unreife DCs exprimieren ebenfalls LIGHT, regulieren dessen Expression
nach LPS- oder CD40-induzierter Reifung jedoch herab (Tamada et al., 2000). Im Gegensatz
dazu wird HVEM von naiven T-Zellen in hohem Mal3e exprimiert, im Verlauf der Aktivierung
herabreguliert, bevor es gegen Ende der Aktivierung wieder verstarkt exprimiert wird (Morel et
al., 2000). Murine B-Zellen weisen nur eine geringe Oberflachenexpression von HVEM auf,

wohingegen es auf humanen naiven B-Zellen und Memory-B-Zellen in hohem Malle présent ist
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(Duhen et al., 2004; Harrop et al., 1998; Wang et al., 2005). Stimulation von humanen B-Zellen
mit LIGHT fuhrt zu einer verringerten HVEM-Expression (Duhen et al., 2004). Die bisher
publizierten Daten dokumentieren somit, dass die HYVEM-Expression in naiven/ruhenden T- und
B-Zellen hoch ist und nach ihrer Aktivierung verringert wird.

Wahrend die koinhibitorische Interaktion zwischen HVEM und BTLA die T-Zellaktivierung
hemmt, wirkt die Bindung von HVEM an LIGHT kostimulatorisch. Entsprechend reduziert die
Blockade der HVEM-Bindung an LIGHT die T-Zellproliferation und Zytokinsekretion (Harrop
et al., 1998). Weitere Belege fir die Funktion von LIGHT als Kostimulator erbrachten Studien,
bei denen HVEM durch LIGHT ligiert wurde. So léste die HVEM-Ligation durch LIGHT in
einer gemischten Lymphozytenreaktion, bei der T-Zellen in Gegenwart von allogenen APCs
kultiviert wurden, und in anti-CD3-stimulierten T-Zellen verstarkte T-Effektorfunktionen aus
(Harrop et al., 1998; Tamada et al., 2000; Yu et al., 2004).

fehlt in der Spleil3variante BTLAsS
|

1 87 147 378 553 612 728 748 811 837 880 918

T 1IEn
Signal- lg-Doméne TMR

peptid

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der BTLA-cDNA und der von ihr codierten Proteindoméanen

Die Abbildung zeigt den codierenden Bereich der BTLA-cDNA, der 918 Nukleotide umfasst. BTLA besteht also
aus 306 Aminosduren und enthélt neben einem N-terminalen Signalpeptid eine Ig-Domane, Transmembranregion
(TMR) sowie drei intrazelluldre Tyrosinmotive (Y). Davon stellt das N-terminale Tyrosin eine Grb2-Bindungsstelle
dar, wéhrend es sich bei den anderen beiden um ein ITIM- und ITSM-Motiv handelt. Mit einem (*) markiert sind
potenzielle N-Glykosylierungsstellen. Eine weitere BTLA-Isoform (BTLAS) der die 1g-Doméne fehlt, entsteht aus
einer SpleiRvariante (nach Han et al., 2004).

1.1.6 Mausmodelle fir LIGHT, BTLA und HVEM

Mit Hilfe von transgenen Méusen, die konstitutiv LIGHT in Thymozyten und reifen T-Zellen
uberexprimieren, wurde die Bedeutung von LIGHT als Kostimulator in vivo aufgeklart. So findet
in diesem Mausstamm die klonale Deletion von Thymozyten wahrend der T-Zellentwicklung
verstérkt statt und Uberlebende T-Zellen, die in die Peripherie gelangen, proliferieren starker als
Wildtyp-T-Zellen (Wang et al., 2001). In einem transgenen Mausstamm, in dem die LIGHT-
Uberexpression auf periphere T-Zellen beschrankt ist, waren ebenso T-Zell-Hyperproliferation,
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die Infiltration von T-Zellen in periphere Organe und IgA-Nephropathie feststellbar (Shaikh et
al., 2001; Wang et al., 2004). Erwartungsgemal waren T-Zellen in LIGHT-defizienten Mausen
dagegen durch in vivo-Stimulation mit Concanavalin-A (ConA) im Vergleich zum Wildtyp
schlechter aktivierbar, was ebenfalls die kostimulatorische Funktion von LIGHT bestétigt (Scheu
etal., 2002; Liu et al., 2003).

Zwei BTLA-defiziente Mausstamme sind bisher generiert worden: BTLA”-Mause, bei denen
die gesamte fir BTLA codierende DNA-Region deletiert wurde (Watanabe et al., 2003) und
solche, bei denen nur das den Translationsstart enthaltende Exon 2 zerstért wurde (Han et al.,
2004). In letztgenanntem Mausstamm wird jedoch noch die BTLA-SpleiRvariante (BTLAS)
exprimiert, der das Exon 2 fehlt. In BTLA”-Mausen ohne funktionelles BTLA wurden keine
Defekte in der T- und B-Zellentwicklung beobachtet. Allerdings proliferierten BTLA”-T-Zellen
nach Stimulation durch anti-CD3 starker als Wildtyp-T-Zellen, ebenso B-Zellen nach einer
Stimulation durch Anti-IgM (Watanabe et al., 2003). Mit der gesteigerten B-Zellproliferation
korrelierte ein Anstieg der 19G;-, 19G2a- und 1gGop-Antikorperproduktion nach Immunisierung
von BTLA™-Mausen mit Nitrophenol-konjugiertem Keyhole-Limpet-Hamocyanin (NP-KLH).
In einem Modell der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) zeigten BTLA-
defiziente Mdause einen schwereren Krankheitsverlauf, so dass BTLA als negativer Regulator in
diesem Autoimmunitats-Modell von Bedeutung ist (Watanabe et al., 2003). In einem murinen
Allergie-Modell, in dem eine Sensibilisierung und nachfolgender intranasaler Challenge der
Mause mit OVA stattfand, waren in der Lunge von BTLA”-Mausen inflammatorische Prozesse
uber einen langeren Zeitraum nachweisbar (Deppong et al., 2006). Dieser Befund deutet darauf
hin, dass BTLA nicht nur beim T-Zell-Priming wichtig ist, sondern auch zu spéteren Zeitpunkten
bei der Regulation von T-Effektorfunktionen in der Peripherie und der damit verbundenen
Beendigung inflammatorischer Prozesse in Geweben und Organen. In murinen Transplantations-
Modellen scheint BTLA als Koinhibitor ebenfalls essentiell zu sein. Wahrend Wildtyp-Mause
allogene Herztransplantate mehr als 100 Tage tolerieren, werden diese in BTLA”-Mausen
bereits nach kurzer Zeit abgestoRen (Tao et al., 2005). Im Vergleich zum Koinhibitor PD-1 wird
BTLA in den Transplantaten starker exprimiert, so dass der BTLA-abhangigen Regulation bei

diesem Vorgang im Vergleich zu PD-1 offenbar die gréfRere Bedeutung zukommt.

Bevor die koinhibitorische HVEM/BTLA-Interaktion bekannt war, wurde eine ausschlief3lich
kostimulatorische Funktion von HVEM aufgrund von dessen Bindung an LIGHT postuliert.
Erste Erkenntnisse, die diese Hypothese widerlegten, waren die gesteigerte Proliferation und
Zytokinsekretion von HVEM™™ T-Zellen nach ConA- und anti-CD3-Stimulation (Wang et al.,



EINLEITUNG 12

2005). Auch sind HYEM™-Mause im Vergleich zu Wildtyp-Mausen sensitiver gegeniiber ConA-
Challenge und der Induktion von EAE, so dass in vivo neben der Interaktion zwischen HVEM
und LIGHT auch die Bindung von HVEM an BTLA eine wichtige Rolle spielt.

Den bisherigen Arbeiten zufolge stellt BTLA also ein inhibitorisches Molekl auf T-Zellen dar,
dessen einziger bislang nachgewiesener Ligand HVEM ist. Die Expression von BTLA und
HVEM, aber auch LIGHT auf einer Vielzahl von Zelltypen legt die Vermutung nahe, dass
Interaktionen zwischen diesen drei Molekilen bei der Regulation vieler immunologischer
Vorgange eine Rolle spielen kénnen. Die Bedeutung der BTLA-abhéngigen Regulation wurde
bereits in murinen Allergie-, Autoimmunitats- und Transplantations-Modellen nachgewiesen.

Dagegen wurde die Funktion von BTLA in Infektionsmodellen bislang noch nicht untersucht.

1.1.7 Weitere kostimulatorische/koinhibitorische Molekile

Neben BTLA und CTLA-4 wurde PD-1 als weiteres Molekil beschrieben, das koinhibitorisch
auf T-Zellen wirkt. Die wichtigste Funktion der Koinhibitoren besteht dabei in der Regulation
einer Immunantwort gegen Fremdantigene und damit der Beeinflussung ihres Verlaufs (Sinclair,
1999). Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Toleranzinduktion und wirken an der Steuerung
der Ty1/Ty2-Differenzierung mit. Neben den koinhibitorischen Regulatoren existiert eine Reihe
von Molekilen mit kostimulatorischer Funktion. Dazu z&hlen mit OX-40 (Ohshima et al., 1997)
und 4-1BB (DeBenedette et al., 1997) zwei Mitglieder der TNF-Superfamilie, wohingegen ICOS
zur CD28-Familie gehort (Hutloff et al., 1999). Eine Ubersicht tiber wichtige kostimulatorische/
koinhibitorische Molekiile der B7-Familie, ihre Rezeptoren und ihre Funktion ist in Tabelle I am

Ende dieses Kapitels dargestellt.

PD-1:

Neben CTLA-4 und BTLA stellt PD-1 (= programmed death-1) das dritte bisher identifizierte
koinhibitorische Molekdl dar, das auf T-Zellen exprimiert wird. Es wurde zuerst als ein Molekul
beschrieben, dessen Expression in einer T-Zellinie aus dem Thymus durch apoptotische Stimuli
hochreguliert wird (Ishida et al., 1992). Wie CTLA-4 gehort PD-1 zur CD28-Familie und weist
23 % Homologie zu CTLA-4 auf. PD-1 wird nicht nur auf T-Zellen induziert, sondern auch von
aktivierten B-Zellen und Makrophagen exprimiert (Okazaki et al., 2002; Greenwald et al., 2005).
Bei PD-1 handelt es sich um ein Transmembranprotein, das neben einem ITIM-Motiv ein ITSM-
Motiv aufweist, lber das durch die Rekrutierung der Phosphatase SHP-2 negative Signale ins
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Innere der T-Zelle vermittelt werden kénnen (Chemnitz et al., 2004). Im Gegensatz zu CTLA-4,
das als Homodimer an CD28 bindet, liegt PD-1 als Monomer an der Zelloberflache vor (Zhang
et al., 2004). Dabei bindet PD-1 an zwei Liganden: PD-L1 (auch als B7-H1 bezeichnet) und PD-
L2 (B7-DC), die aufgrund ihrer Homologie zu anderen Mitgliedern der B7-Familie identifiziert
wurden (Dong et al., 1999; Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). Wie viele B7-Molekiile
weisen auch die Typ-I-Transmembranproteine PD-L1 und PD-L2 IgV- und IgC-Doménen in der
extrazelluldren Region auf. Dabei wird PD-L1 konstitutiv von T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen
und DCs exprimiert und nach der Aktivierung weiter hochreguliert (Yamazaki et al., 2002).
Neben lymphoiden Zellen exprimieren auch Endothelzellen, B-Zellen im Pankreas und Mikroglia
wahrend einer Inflammation des Gehirns PD-L1 (Ansari et al., 2003; Liang et al., 2003; Salama
et al., 2003). Im Gegensatz dazu ist die Expression von PD-L2 auf Makrophagen und DCs
beschrankt (Ishida et al., 2002). Des weiteren wurde die Expression beider PD-1-Liganden auf
Tumorzellen nachgewiesen, die aus Tumoren verschiedener Organe (Gehirn, Niere, Ovarien)
stammten (Dong et al., 2002; Ohigashi et al., 2005). Dabei fuhrt die Interaktion von PD-L1 mit
PD-1 auf antigenspezifischen, gegen den Tumor gerichteten CD8" T-Zellen zu deren Apoptose
(Hirano et al., 2005).

PD-1 scheint zwei Funktionen im Rahmen der immunologischen Toleranz zu haben: Induktion
und Aufrechterhaltung der Toleranz. Wahrend PD-1-Liganden auf APCs autoreaktive T-Zellen
in der Peripherie abschalten und dadurch Toleranz induzieren, verhindern sie auf parenchymalen
Zellen eine Gewebszerstérung, indem sie die Effektorfunktionen von eingewanderten T-Zellen
supprimieren (Ubersicht bei Okazaki et al., 2006). Im Verlauf einer Immunantwort werden
aktivierte CD8" T-Zellen in der Leber abgeschaltet. In PD-L1"-Mausen akkumulieren zwar
CD8" T-Zellen in der Leber, ohne dass in ihnen jedoch Apoptose induziert wird, so dass es zu
Leberpathologie kommt (Dong et al., 2004). Durch die Blockade der PD-1/PD-L1-Interaktion
wurden anerge T-Zellen, die zuvor mit DCs in Gegenwart von IL-10 stimuliert worden waren,
wieder reaktiviert (Selenko-Gebauer et al., 2003). Auch im Verlauf viraler Infektionen wurde die
Bedeutung von PD-L1 fir die Induktion von T-Zell-Toleranz gezeigt (Kirchberger et al., 2005).
Im Rahmen der murinen LCMV-Infektion wurden Effektorfunktionen von antigenspezifischen
T-Zellen durch die PD-1-Blockade gesteigert, was zu einer effektiven Immunantwort fihrte
(Barber et al., 2006). In der murinen Schistosoma mansoni-Infektion wurde nachgewiesen, dass
der PD-1/PD-L1-Signalweg bei der Immunevasion dieses Parasiten eine Rolle spielt (Smith et
al., 2004).



EINLEITUNG 14

Die Funktion von PD-1 als Koinhibitor wurde erstmals durch den Phanotyp von PD-17-Mausen
dokumentiert, weil diese spontan eine Lupus-&hnliche Autoimmunerkrankung mit Arthritis und
Glomerulonephritis entwickeln (Nishimura et al., 1999). Obwohl in zahlreichen Studien gezeigt
wurde, dass durch Interaktion von PD-1 auf T-Zellen mit den Liganden PD-L1 oder PD-L2 T-
Effektorfunktionen inhibiert werden, gibt es auch Arbeiten, die eine kostimulatorische Funktion
der PD-1-Liganden andeuten (Dong et al., 1999; Tseng et al., 2001; Shin et al., 2005). So wurde
in einem murinen Colitis-Modell die Infiltration von Leukozyten in die Darmschleimhaut durch
Applikation eines blockierenden Anti-PD-L1-Antikorpers inhibiert und zugleich die Sekretion
von IFN-g, IL-2 und TNF-a durch CD4" T-Zellen in der Lamina propria reduziert (Kanai et al.,
2003). Die Uberexpression von PD-L1 auf Pankreas-Inselzellen filhrte zu einer beschleunigten
AbstoRung von transplantierten Inselzellen und in einigen Mdusen zur spontanen Ausbildung
eines autoimmunen Diabetes (Subudhi et al., 2004), so dass der PD-1/PD-L1-Signalweg offenbar

auch in diesem Modell kostimulatorisch wirkt.

ICOS:

Bei ICOS (= inducible costimulator) handelt es sich um ein kostimulatorisches Molekdl, das
strukturell und funktionell mit CD28 verwandt ist, von T-Zellen jedoch nur nach Aktivierung
exprimiert wird (Hutloff et al., 1999). Als Ligand fir ICOS fungiert B7RP-1 (auch als B7h,
LICOS oder ICOSL bezeichnet), das zur B7-Familie gehort und 20 % Sequenzhomologie zu
B7.1 und B7.2 aufweist (Swallow et al., 1999; Ling et al., 2000). Dabei wird B7RP-1 vor allem
von APCs konstitutiv exprimiert (Yoshinaga et al., 1999; Mages et al., 2000). Da ICOS von
aktivierten T-Zellen in Keimzentren von Lymphknoten exprimiert wird, wurde postuliert, dass
ICOS bei der Interaktion zwischen T- und B-Zellen eine Rolle spielt (Hutloff et al., 1999). Dies
wurde durch den Phanotyp von ICOS™-Mausen bestatigt, die gestorte T-Helferzellfunktionen
und reduzierte humorale Immunantworten aufweisen (Dong et al., 2001; McAdam et al., 2001).
Daneben scheint ICOS fir den Klassenwechsel wahrend der Antikorpersekretion von Bedeutung
zu sein, da ICOS™-Mause reduzierte Serumspiegel an 19G; und IgE aufweisen (Tafuri et al.,
2001). Vergleichbare Immundefekte wurden auch in B7RP-17-Méausen gefunden (Mak et al.,
2003; Nurieva et al., 2003). Da die ICOS-Kostimulation wichtig ist fur die Sekretion von T,2-
Zytokinen, spielt sie eine essentielle Rolle bei der Ty2-Differenzierung (Coyle et al., 2000;
Tesciuba et al., 2001). Im Gegensatz zu CD28 16st die Kostimulation tiber ICOS keine IL-2-
Produktion aus, stattdessen wird IL-10 induziert (Hutloff et al., 1999). Studien, in denen die

ICOS-Expression in anergen T-Zellen untersucht wurde, legen einen Zusammenhang zwischen
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ICOS und T nahe. So wurde ICOS von einer Subpopulation anerger T-Zellen exprimiert, die
IL-10 sezernierte und die Aktivierung von T-Zellen kontaktabhangig supprimierte (Vermeiren et
al., 2004).

Genetische Analysen belegen eine Korrelation zwischen einem autosomal-rezessiv vererbten
Defekt im ICOS-Gen (Deletion der Exons 2/3) und dem Syndrom des variablen Immundefektes
(Grimbacher et al., 2003). Betroffene Individuen haben eine erhdhte Disposition zu Infektionen
des Respirationstraktes und weisen reduzierte Immunglobulin-Konzentrationen im Serum auf.
Ursédchlich daftr scheinen Stérungen in der Produktion der Zytokine IL-10 und IL-17 zu sein
(Warnatz et al., 2006). Daneben wurden Polymorphismen in der 5’-Region des ICOS-Gens mit
dem Auftreten von Allergien assoziiert (Shilling et al., 2005). Eine zu hohe ICOS-Expression auf
T-Zellen fiihrt zu Autoimmunerkrankungen, vermutlich durch eine gesteigerte Produktion von
IL-4, IL-5 und IL-13. Eine erhdhte ICOS-Expression wurde auch in Patienten mit rheumatoider
Anrthritis und systemischem Lupus erythematosus beschrieben (Okamoto et al., 2003; Hutloff et
al., 2004).

B7-H3:

Das Transmembranprotein B7-H3 wurde anhand von Sequenzvergleichen mit der extrazellul&ren
Region verschiedener B7-Molekiile als weiteres Mitglied der B7-Familie entdeckt (Chapoval et
al., 2001). Kurz darauf wurde das murine B7-H3-Gen entdeckt und eine Isoform von B7-H3
(B7-H3b) beim Menschen beschrieben (Sun et al., 2002). Die Expression von B7-H3 ist nicht
auf lymphoide Zellen beschrénkt, da mittels Northern Blot B7-H3 mRNA in einer Vielzahl von
Geweben detektiert wurde. Nach der Stimulation von Monozyten, DCs und T-Zellen mit pro-
inflammatorischen Zytokinen und Mitogenen wurde dabei die B7-H3-Expression gesteigert. Mit
Hilfe eines B7-H3lg-Fusionsproteins wurde der Rezeptor fur B7-H3 auf aktivierten T-Zellen
nachgewiesen. Dieser konnte bislang nicht identifiziert werden, jedoch wurden CTLA-4, ICOS

oder PD-1 als Interaktionspartner fir B7-H3 ausgeschlossen.

Erste Studien deuteten darauf hin, dass B7-H3 kostimulatorisch wirkt, weil die Stimulation von
CD4" und CD8" T-Zellen mit Anti-CD3-Antikorper in Gegenwart von B7-H3Ig zu einer
verstarkten Proliferation und zytolytischen Aktivitat der CD8™ T-Zellen fiihrte (Chapoval et al.,
2001). Zudem wurde die IFN-g-Sekretion durch DC-stimulierte allogene T-Zellen in Gegenwart
von B7-H3 gesteigert, und dieser Effekt konnte durch Zugabe von Antisense-Oligonukleotiden
blockiert werden (Chapoval et al., 2001). Allerdings wurden diese Ergebnisse bislang in anderen

Studien nicht bestétigt, da in ihnen ein inhibitorischer Effekt von B7-H3lg auf die Proliferation
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und Zytokinsekretion von T-Zellen beschrieben wurde (Ling et al., 2003; Suh et al., 2003). So
deutet der Phanotyp von B7-H3"-Mausen eher auf eine koinhibitorische Funktion von B7-H3
hin, da diese in einem murinen Allergiemodell schwerere Erkrankungssymptome zeigten als
Wildtyp-Mé&use (Suh et al. 2003). Vergleichbare Ergebnisse wurden im murinen Modell der
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE) erhalten. In einer jiingeren Arbeit konnte in vitro weder
eine kostimulatorische noch eine koinhibitorische Funktion des B7-H3-Molekils nachgewiesen

werden (Steinberger et al., 2004).

Tabelle I:
Kostimulatorische und koinhibitorische Mitglieder der B7-Familie (nach Wang et al., 2004)

Ligand Expression Rezeptor | Funktion
B7.1 (CD80) und DCs, Langerhans-Zellen, aktivierte | CD28 Aktivierung naiver T-Zellen, T-Zell-
B7.2 (CD86) Makrophagen, B-Zellen proliferation, Produktion von IL-2,
CTLA-4 Inhibition von T-Effektorfunktionen
PD-L1 (B7-H1) DCs, Monozyten, Makrophagen, PD-1 T-Effektorfunktionen, Zytokine
B-Zellen, aktivierte T-Zellen, (IL-10, IFN-y), Apoptose von CTLs,
Endothelzellen, Tumorzellen Inhibition von T-Zellantworten
PD-L2 (B7-DC) DCs, Monozyten
B7RP-1 DCs, Monozyten, Langerhans- ICOS T-Effektorfunktionen, Zytokine
(B7-H2, B7h, LICOS) | Zellen, B-Zellen, Fibroblasten, (IL-4, 1L-10), T-Zellproliferation,
Endothelzellen etc. Antikorper-Klassenwechsel
B7-H3 Induziert auf DCs und Monozyten | ? T-Zellproliferation, Produktion von
IFN-y, Verstarkung der Aktivitat von
CTLs
B7-H4 Induziert auf T-Zellen, B-Zellen, ? Inhibition der T-Zellproliferation und
Makrophagen, DCs, Tumorzellen Zytokinproduktion, Zellzyklus-Arrest
1.2 Malaria

Die Malaria stellt eine tropische Infektionserkrankung dar, die durch Protozoen der Gattung
Plasmodium ausgeltst und auf den Menschen durch weibliche Mucken der Gattung Anopheles
ubertragen wird. Das hdchste Infektionsrisiko besteht dabei im tropischen Afrika, wo jahrlich
270-480 Millionen Neuerkrankungen vorkommen (mehr als 90 % der weltweiten Malaria-
inzidenz). Jahrlich versterben bis zu 1,5 Millionen Menschen infolge einer Malariaerkrankung,
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vor allem Kinder unter funf Jahren (WHO, 1999). Betrachtet man die Morbiditit und Mortalitét,
ist Malaria daher weltweit die mit Abstand bedeutendste Infektionskrankheit. \Von den mehr als
100 bekannten Plasmodienarten sind vier humanpathogen: P. vivax und P. ovale als Erreger der
Malaria tertiana, P. malariae, das die Malaria quartana verursacht, sowie P. falciparum als

Ausloser der Malaria tropica (Ubersicht bei Lang et al., 2000).

Der Entwicklungszyklus des Malariaerregers besteht aus einer sexuellen Phase (Sporogonie) in
der weiblichen Anopheles-Mucke und einer asexuellen Phase (Schizogonie) im Menschen
(Ubersicht bei Good et al., 1999). Beim Stich einer weiblichen Miicke gelangen Sporozoiten in
die menschliche Blutbahn und dringen in Leberparenchymzellen ein, in denen die Vermehrung
durch asexuelle Teilung stattfindet. Auf diese Weise entsteht aus jedem exoerythrozytdren
Schizonten ein reifer Schizont, der mehr als zehntausend Merozoiten enthélt (Mota et al., 2001).
Diese werden dann in die Blutbahn freigesetzt und befallen dort zirkulierende Erythrozyten, in
denen sie sich ebenfalls ungeschlechtlich vermehren (erythrozytare Schizogonie). In den
Erythrozyten liegen sie zundchst als Ringformen vor, spater als Trophozoiten und schlie3lich als
Schizonten. Durch Ruptur der befallenen Erythrozyten werden erneut Merozoiten ins Blut
freigesetzt, die ihrerseits wiederum in Erythrozyten eindringen, so dass sich der erythrozytére
Zyklus wiederholt. Parallel dazu entwickeln sich einige Merozoiten zu mannlichen und
weiblichen Gametozyten. Diese werden bei einem Stich der Anopheles-Miicke aufgenommen,
woraufhin es zur Vereinigung eines mannlichen und weiblichen Gametozyten im Magen der
Micke kommt. Nach der Befruchtung entwickelt sich die Zygote zum beweglichen Ookinet, der
die Magenwand durchdringt und auf(erhalb des Magens zur Oozyste heranreift. Aus jeder
Oozyste werden Sporozoiten freigesetzt, die in die Speicheldriisen der Micke einwandern und

bei einem erneuten Stich wieder auf den Menschen tibertragen werden kdnnen.

Im Gegensatz zu P. falciparum und P. malariae, die sich in jedem Fall in Leberparenchymzellen
zu reifen Schizonten weiterentwickeln, kénnen Schizonten von P. vivax und P. ovale als latente
Formen (Hypnozoiten) in befallenen Hepatozyten verbleiben. Erst Monate oder Jahre spéter
teilen sie sich zu reifen merozoitenhaltigen Schizonten und verursachen dann Rezidive oder

Spatmanifestationen der Malaria tertiana.

Klinische Symptome der Malariaerkrankung werden ausschlieBlich durch die erythrozytare
Phase des Plasmodium-Lebenszyklus hervorgerufen. Charakteristisch sind dabei die periodisch
auftretenden Fieberanfélle (keine Periodizitat bei P. falciparum-Infektionen). Neben Fieber
stehen unspezifische Symptome wie Kopfschmerz, Myalgien, Mudigkeit und Abgeschlagenheit

im Vordergrund. Daneben treten Aniamie, Splenomegalie, Ubelkeit und Erbrechen auf. Wiéhrend
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Infektionen mit P. vivax, P. ovale und P. malariae in der Regel keine weitere Pathologie
auslosen, verursachen P. falciparum-Infektionen oft schwere Komplikationen (Miller et al.,
1994). Die schwerwiegendste Organmanifestation der Erkrankung ist dabei die zerebrale Malaria
(CM), bei der es zur Adhésion infizierter Erythrozyten an das vaskuldre Endothel (Zytoadharenz)
und an nicht-infizierte Erythrozyten (Rosetting) kommt. Als Sequestration wird der Vorgang
bezeichnet, bei dem Plasmodium-infizierte Erythrozyten an die mikrovaskularen Endothelien
verschiedener Organe adhérieren und dadurch die Blutzirkulation einschranken. Es wird
postuliert, dass die Adhasion infizierter Erythrozyten an die Hirnendothelien zu Stérungen der
Mikrozirkulation und damit zu Hypoxie fuhrt. Dadurch kommt es zu neurologischen Symptomen
wie Bewusstseinstribung und Koma, die von einer hohen Letalitat begleitet sind (Miller et al.,
2002). Zwar ist besonders das Gehirn von der Sequestration infizierter Erythrozyten betroffen,
jedoch tritt sie auch in Herz, Leber, Niere, Darm, Fettgewebe und der Haut auf. So ist die Leber
bei allen Malariaformen im Verlauf der Infektion geschwollen, dunkel verfarbt und weist
Zelldegeneration und Nekrosen auf. Die Lebersinusoide sind gefillt mit Makrophagen und
infizierten Erythrozyten. Zudem sind die Kupffer’schen Sternzellen aktiviert, vergréfert und
enthalten das Malariapigment Hdmozoin (Lang et al., 2000). In der Niere kénnen sich im Verlauf
der Infektion h&morrhagische Zonen ausbilden, auBerdem wurden akute Glomerulonephritiden
beschrieben (Eiam-Ong, 2003).

1.2.1 Pathogenese der Malaria

Ursachlich fiir die Pathologie der Malaria ist die erythrozytare Phase der Infektion (Ubersicht bei
Cooke et al., 2001). Dabei ist die Immunantwort im Verlauf der Erkrankung vor allem aufgrund
der Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine entscheidend an der Pathogenese beteiligt. In
Studien, in denen Serumzytokine von Kindern in Endemiegebieten wéhrend einer Malariaepisode
gemessen wurden, Korrelierte die Konzentration an TNF-a positiv mit einem schwereren
Krankheitsverlauf und héherer Letalitat (Grau et al., 1989; Kwiatkowski et al., 1990). So wiesen
Patienten mit ausgepragter Malaria-assoziierter Pathologie (Organversagen, Thrombozytopenie)
und hoher Parasitamie signifikant hohere TNFa-Spiegel im Serum auf als Patienten mit einer
milden Verlaufsform. Neben TNF-a stellt auch IL-1 ein pro-inflammatorisches Zytokin dar, das
wesentlich zur Pathogenese beitrdgt. Hohe Serumkonzentrationen an IL-1p wurden ebenfalls mit
der Schwere des Krankheitsverlaufes assoziiert (Kwiatkowski et al., 1990). Im Mausmodell
bewirkte die Applikation von rekombinantem IL-lo oder IL-1p wahrend der Malaria die
Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) und flhrte zu Hypoglykamie (Rockett et al., 1994).
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Zudem wurde IL-1 in groBen Mengen bei der Stimulation von PBMCs oder aufgereinigten
Monozyten mit P. falciparum-infizierten Erythrozyten produziert (Wahlgren et al., 1995). Ein
weiteres Zytokin, das an der Induktion der Pathologie mitwirkt, ist Lymphotoxin (LT), das im
Verlauf der Malaria in hohen Konzentrationen im Serum von Patienten vorliegt. Die Behandlung
von Plasmodium-infizierten Méausen mit LT flhrte zu einer gesteigerten IL-6-Sekretion und
Hypoglykamie (Clark et al., 1992). Neuere Arbeiten mit LT”-Mausen im Rahmen der P. berghei
ANKA-Infektion dokumentieren, dass es sich bei LT um einen wichtigen Mediator bei der
Induktion der zerebralen Malaria handelt (Engwerda et al., 2002). Ebenso wie IL-1 und auch

TNF-a kann LT in vivo die Freisetzung von NO induzieren (Rockett et al., 1992).

Einen Mechanismus, tber den TNF-a vermutlich an der Induktion der CM mitwirkt, stellt die
Aktivierung von Thrombozyten durch die systemische TNFa-Sekretion dar (Damonneville et al.,
1988). Es wird postuliert, dass die Thrombozytenaktivierung an der Ausbildung neurologischer
Symptome beteiligt ist, da es wéahrend der humanen CM zur Aggregation von Thrombozyten in
den BlutgefalRen des Gehirns kommt (Grau et al., 2003). Neben der Thrombozytenaggregation
spielt die Sequestration von P. falciparum-infizierten Erythrozyten an das Hirnendothel eine
Rolle bei der CM. Infolge des Befalls der Erythrozyten werden Zytoadhdrenzphanomene wie
Rosettenbildung und eine dadurch bedingte reduzierte Blutversorgung des Gehirns induziert
(MacPherson et al., 1985; Scholander et al., 1996). Neuere Studien zeigen jedoch, dass
inflammatorische Prozesse, die durch die Infiltration von Monozyten und Lymphozyten in
Kapillaren des Gehirn ausgeldst werden, zumindest teilweise mitverantwortlich fur die CM sind
(Ubersicht bei Renia et al., 2006). Die eingewanderten Leukozyten sequestrieren dabei an das
GefaRendothel, auf dem durch die Wirkung pro-inflammatorischer Zytokine Adhdsionsmolekiile
(ICAM-1, VCAM-1) verstarkt exprimiert werden. Insbesondere CD8" T-Zellen scheinen bei der
Induktion der CM von Bedeutung zu sein (Belnoue et al., 2002; Nitcheu et al., 2003).

Nicht abschliel3end geklart ist dagegen die Funktion von NO im Rahmen der Malaria-induzierten
Pathologie. Da systemisches TNF-a zur Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) auf
Endothelzellen und dadurch letztlich zur Produktion von NO fihrt (Kilbourn et al., 1990), wurde
eine Beteiligung von NO an der CM postuliert (Clark et al., 1992). Die Induktion der iNOS im
Gehirn wurde im Verlauf von P. falciparum-Infektionen nachgewiesen (Clark et al., 2003). In
zahlreichen Studien wurden hohe NO-Konzentrationen im Serum von Patienten mit Pathologie,
insbesondere CM, assoziiert (Al Yaman et al., 1996; Cot et al., 1994; Dondorp et al., 1998;
Nussler et al., 1994). Jedoch wirkt NO auch antiparasitér, reduziert durch Feedback-Inhibition
die Aktivitat der iNOS (Robinson et al., 2001) und reguliert zudem die Produktion von TNF-a
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herunter (luvone et al., 1996). Die Bedeutung von NO fiur die Homoostase der Immunantwort
wahrend der Malariaerkrankung wurde durch Studien an klinisch immunen Kindern in Malaria-
Endemiegebieten belegt, die signifikant hohere NO-Serumkonzentrationen aufwiesen als die
Kontrollgruppe (Kremsner et al., 1996; Anstey et al., 1996; Clark et al., 1996). Des weiteren
inhibiert NO die Adhdsion von P. falciparum-infizierten Erythrozyten an das Gefélendothel
(Serirom et al., 2003). Vor kurzem wurde in der murinen P. berghei ANKA-Infektion gezeigt,
dass CM durch niedrige NO-Konzentrationen im Serum ausgelost wird, wéhrend die Applikation
eines NO-Donors die Inzidenz der CM reduziert (Gramaglia et al., 2006). Zur Bedeutung von
NO fur die Protektion und/oder Pathogenese der Malaria wurden genetische Untersuchungen des
NOS2A-Gens, das fir die iINOS codiert, in Endemiegebieten durchgefiihrt. Verschiedene
Polymorphismen in der Promotorregion des Gens wurden dabei identifiziert, die mit einem
schweren Verlauf der Malaria und Letalitat assoziiert sind (Burgner et al., 1998; Burgner et al.,
2003; Hobbs et al., 2002).

Von besonderer Bedeutung als Ausloser fir Pathomechanismen im Verlauf der Malaria ist das
von den Plasmodien sezernierte Glycosylphosphatidylinositol (GPI), das auch als Malaria-Toxin
bezeichnet wird (Ubersicht bei Gowda et al., 2002). P. falciparum-GPI stimuliert Makrophagen
zur Sekretion groRer Mengen an TNF-a, IL-1 und NO (Schofield et al., 1993; Tachado et al.,
1996; Zhu et al., 2005). Dabei werden pro-inflammatorische Antworten in Makrophagen durch
die Bindung des GPI an den Toll-Rezeptor TLR2 und zu geringerem Anteil an TLR4 verursacht,
die von den Makrophagen exprimiert werden (Krishnegowda et al., 2005). Eine Immunisierung
von Méausen mit GPI vor der Infektion mit P. berghei ANKA schiitzte diese vor CM (Schofield
et al., 2002), so dass GPI offensichtlich einen wichtigen Pathogenitatsfaktor der Malaria

darstellt.

Ein weiteres Phanomen ist die im Verlauf der Malariaerkrankung induzierte Immunsuppression.
Es wurde postuliert, dass wahrend der Malaria die Reifung von dendritischen Zellen inhibiert ist
(Urban et al., 1999), allerdings gibt es auch kontrare Ergebnisse (Perry et al., 2004). Andere
Arbeiten deuten auf einen Zusammenhang zwischen der Malaria-bedingten Immunsuppression
und regulatorischen T-Zellen hin. So wurde im Mausmodell nach der Infektion mit einem letalen
P. yoelii-Stamm durch die Depletion der CD4'CD25" Ty, eine effektive Immunantwort
ausgelost, die zu einer verstarkten T-Zellaktivitat fuhrte und vor dem letalen Verlauf schiitzte
(Hisaeda et al., 2004).
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1.2.2 Murine Malariamodelle

Um wahrend einer Infektion mit Plasmodium ssp den Verlauf einer Immunantwort oder Malaria-
induzierten Pathologie zu untersuchen, existieren verschiedene Mausmodelle, mit deren Hilfe
Charakteristika des humanen Krankheitsverlaufes zumindest teilweise imitiert werden kdnnen
(Ubersicht bei Li et al., 2001). Einige Plasmodienarten (P. chabaudi adami, P. yoelii 17NL)
I6sen nicht-letale Infektionen aus, in deren Verlauf die Parasiten vollstandig eliminiert werden
und die zu Immunitat gegentber einer erneuten Infektion mit dem gleichen Stamm fuhren.
Infektionen mit anderen Plasmodienarten verlaufen dagegen nur in bestimmten Mausstdimmen
letal (P. chabaudi chabaudi) oder verursachen in jedem Fall einen letalen Krankheitsverlauf
(P. berghei, P. yoelii 17XL oder YM).

Die Infektion suszeptibler Mausstimme mit P. berghei ANKA (PbA) stellt ein Modell fir die
zerebrale Malaria (CM) dar, die in seltenen Féllen als Komplikation der humanen P. falciparum-
Malaria auftritt (Hearn et al., 2000; Jennings et al., 1998). Wie bei der zerebralen Malaria beim
Menschen kommt es im Mausmodell zur Zelladhésion an das Kapillarendothel des Gehirns und
zu neurologischen Symptomen, z.B. Reflexausfélle, Ataxie oder Koma (Belnoue et al., 2002;
Belnoue et al., 2003; Neill et al., 1992). Ein wesentlicher Unterschied besteht darin, dass die
murine CM durch Leukozytenadherenz induziert wird, wahrend die humane CM von einer
massiven Sequestration P. falciparum-infizierter Erythrozyten an das Hirnendothel begleitet
wird (MacPherson et al., 1985). Zahlreiche Studien mit T-Zell-defizienten Mdusen oder M&usen,
bei denen die T-Zellen in vivo durch Antikorper depletiert wurden, dokumentieren, dass T-Zellen
eine wichtige Rolle bei der Induktion der CM spielen. So entwickeln M&use mit schwerem
kombinierten Immundefekt (SCID-Mause), RAG™-Mause und Thymus-defiziente (Nude)-
Mause keine neurologischen Symptome nach einer PbA-Infektion (Belnoue et al., 2002; Grau et
al., 1986; Yanez et al., 1996). Bei der Induktion der CM sind pro-inflammatorische Zytokine im
Verlauf der Infektion ebenfalls von wesentlicher Bedeutung. So werden von CD4" T-Zellen
wahrend einer PbA-Infektion grole Mengen TNF-a und IFN-y sezerniert, die mit dem Auftreten
neurologischer Symptome korrelieren (Grau et al., 1987; Grau et al., 1990; Rudin et al., 1997).
Zudem lasst sich die CM durch die Depletion dieser pro-inflammatorischen Zytokine verhindern
(Grau et al., 1989; Rudin et al., 1997). Auch durch die Applikation der regulatorischen Zytokine
IL-10 und TGF-B, die zu einer verringerten Produktion von TNF-o und IFN-y fuhren, wird die
Inzidenz der CM reduziert (Kossodo et al., 1997). Die Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine
wird dabei begleitet von der Induktion von Adhadsionsmolekilen auf Endothelien, insbesondere
CD36 und ICAM-1 (Imhof et al., 1995). Es wird postuliert, dass die verstarkte Expression von
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Adhasionsmolekiilen entscheidend zur Sequestration von Leukozyten, aber auch infizierten
Erythrozyten beitragt (Lucas et al., 1997). Quantitative Analysen der Zellpopulationen haben
gezeigt, dass selektiv CD8" T-Zellen im Gehirn von PbA-infizierten Mausen akkumulieren
(Belnoue et al., 2002). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass CD8" T-Zellen von
essentieller Bedeutung fur die Induktion der CM sind. Dies wurde auch durch den adoptiven
Transfer von CD8" T-Zellen aus der Milz von PbA-infizierten Mausen in RAG-2"-Mause
bestitigt, da die transferierten CD8" T-Zellen in das Gehirn der Rezipienten infiltrieren und dort
CM induzieren (Nitcheu et al., 2003). Insgesamt spiegelt die murine P. berghei ANKA-Infektion
somit einige Charakteristika der CM beim Menschen wider, wenngleich es hinsichtlich der
Zellinfiltration und -sequestration deutliche Unterschiede gibt. Zur Analyse der Pathologie,

insbesondere der CM, im Verlauf der Malaria stellt sie jedoch das wichtigste Mausmodell dar.

Die P. yoelii-Infektion von M&usen wird eingesetzt, um entweder Malaria-assoziierte Pathologie
zu untersuchen (in Infektionen mit den letalen Stdmmen P. yoelii 17XL und YM) oder die
Immunantwort in einer nicht-letalen Infektion mit P. yoelii 17NL zu charakterisieren (Yoeli et
al., 1975). Im Gegensatz zur polarisierten Tyl-Antwort im Verlauf einer P. berghei-Infektion
zeichnet sich die Immunantwort gegen eine Py17NL-Infektion durch die Produktion von Tyl-
und Ty2-Zytokinen aus (Li et al., 2001; Omer et al., 2003). Dabei ist die Produktion von IFN-y
notwendig, um die Parasitenreplikation in der friilhen Blutphase zu unterbinden (Amante et al.,
1997), wahrend IL-4, IL-10 und TGF-p Tn2-Zellen induzieren, die daraufhin B-Zellen zur Anti-
korpersekretion anregen. In einigen Studien wurde nachgewiesen, dass B-Zellen und Antikorper
zur effektiven Eliminierung von P. yoelii-Parasiten notwendig sind (von der Weid et al., 1996;
White et al., 1991). Die Kinetik der Verschiebung der Immunantwort von Tyl in Richtung Ty2
scheint dabei von entscheidender Bedeutung fur die Ausbildung von protektiver Immunitat zu
sein, da eine frihe und ausgepragte Produktion von 1L-10 durch CD4" T-Zellen kennzeichnend
fur den letalen Verlauf einer Py17XL-Infektion ist (Kobayashi et al., 1996). Somit korreliert eine
zu geringe pro-inflammatorische Immunantwort mit hoher Parasitdmie und Letalitat, wéhrend
eine verstarkte Inflammation zwar mit einer niedrigen Parasitdmie, jedoch auch mit einem
schwereren Krankheitsverlauf aufgrund einer Immunpathologie assoziiert ist. Mechanismen der
Immunregulation im Verlauf einer Malaria lassen sich somit durch Verwendung des P. yoelii-
Mausmodells gut aufklaren. Daneben wird die murine P. yoelii-Infektion auch fur Vakzine-
studien eingesetzt.
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1.3 Fragestellung und Ziele der Arbeit

T-Zellen sind von essentieller Bedeutung fur eine effektive Immunantwort, kénnen im Fall einer
uberschiellenden Immunreaktion jedoch auch Pathologie induzieren, so dass inflammatorische
Prozesse genau reguliert werden missen. Im ersten Teil der Arbeit sollte die CTLA-4-abhédngige
Regulation wahrend der murinen Malaria untersucht werden. Die Auswirkung einer Blockade
der CTLA-4/B7-Interaktion auf die Immunantwort wurde bereits im Verlauf einer P. berghei
ANKA-Infektion untersucht. In diesem Mausmodell fuhrte die Applikation eines blockierenden
Anti-CTLA-4-Antikorpers zu einer hoheren Inzidenz an zerebraler Malaria (Jacobs et al., 2002).
Zudem wurden inflammatorische Prozesse in der Leber durch die CTLA-4-Blockade verstarkt
(Jacobs et al., 2004). Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss einer CTLA-4-Blockade auf
den Verlauf der Immunantwort im P. yoelii-Mausmodell untersucht werden. Im Gegensatz zur
polarisierten Tyl-Antwort bei einer PbA-Infektion zeichnet sich die Immunantwort bei einer P.
yoelii-Infektion durch die regulierte Produktion von Tyl- und Ty2-Zytokinen aus. Parasitdmie
und Uberleben der Mause, T-Zellaktivierung und Serumzytokine sollten nach der Behandlung
mit Anti-CTLA-4- bzw. Kontroll-Antikorper verglichen und der Mechanismus einer CTLA-4-

Blockade (Wirkung auf Teq bzw. auf T-Effektorzellen) analysiert werden.

Zahlreiche Studien haben die koinhibitorische Funktion des B- und T-Lymphozyten-Attenuators
nachgewiesen und dessen Beitrag zur Regulation von Immunantworten in Mausmodellen fiir
Allergie (Deppong et al., 2006), Autoimmunitat (Watanabe et al., 2003) und Transplantation
(Tao et al., 2005) untersucht. Da die Funktion von BTLA im Verlauf einer Infektion bisher noch
nicht charakterisiert wurde, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Untersuchung der BTLA-
abhéngigen Regulation der T-Zellaktivitat im Verlauf der durch P. berghei ANKA verursachten
murinen Malaria. Dazu sollte die Expression von BTLA und dessen Liganden HVEM im
Verlauf der Infektion in verschiedenen Organen analysiert werden, um Hinweise fur mogliche
Korrelationen der BTLA/HVEM-Expression mit Organmanifestationen der Malaria zu erhalten.
Zudem sollte ein BTLA-Ig-Fusionsmolekul und verschiedene Anti-BTLA-Antikorper in vitro
charakterisiert und in vivo wahrend der PbA-Infektion eingesetzt werden, um die Funktion von
BTLA bei der Modulation des Krankheitsverlaufes zu untersuchen. Dabei wurde das PbA-
Mausmodell verwendet, da es aufgrund des Auftretens von zerebraler Malaria zur Analyse der
Malaria-induzierten Pathomechanismen besonders geeignet ist. Zunéchst sollte der Effekt einer
Behandlung mit BTLA-Ig bzw. anti-BTLA auf die Inzidenz der CM beobachtet werden. Weitere
Parameter der Immunantwort (T-Zellaktivierung, Tyl/Tn2-Zytokine, T-Zellinfiltration in die

peripheren Organe) sollten ebenfalls einbezogen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Analysenwaage Sartorius AG, Gottingen
Bakterienbrutschrank Heraeus, Hanau

Blot-Kammer BioRAD, Miinchen

CO,-Inkubator Heraeus Instruments, Hanau
Digitalwaage Kern & S6hne, Alberstadt
ELISA-Reader Lambda E MWG-Biotech, Ebersberg
Eppendorfzentrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg
FACSCalibur Flow Cytometer Becton Dickinson, Heidelberg
FACS-Software CELLQuest 3.0 Becton Dickinson, Heidelberg
Filmkassette (18 x 24 cm) Siemens, Minchen

Filmentwickler (Curix 60) Agfa-Gevaert AG, Leverkusen
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2 plus) Zeiss, Jena
Fluoreszenzmikroskop-Software Openlab Improvision, Coventry, UK
Gelkammern (Agarose-Gelelektrophorese) BioRAD, Miinchen

Gelkammern (Protein-Gelelektrophorese) BioRAD, Miinchen

Heizblock (Thermomixer Comfort) Eppendorf, Hamburg

Kryostat Frigocut 2700 Leica, Nussloch

Kihlanlage Haake, Karlsruhe

Magnetrihrer IKA® Labortechnik, Staufen
Mehrkanalpipette ,,Research Pro* Eppendorf, Hamburg

Messer fir Kryostaten Leica, Nussloch
Midi-MACS-Zellseparationssystem Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Mikroskop Wiloret, Hund, Wetzlar
Mikrowelle Panasonic, Wiesbaden

Netzteil (Agarose-Gelelektrophorese) BioRAD, Miinchen

Netzteil (Protein-Gelelektrophorese) Biotec-Fischer, Reiskirchen

Ofen (Mini Oven MKII) MWG Biotech, Ebersberg
PCR-Thermocycler Hybaid Ltd., Middlesex, UK
pH-Meter (WTW pH 537) Labotec, Wiesbaden
Photoapparatur fir DNA-Gele Mitsubishi, Tokio, Japan

Pipetten Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfen Stripettor, Coster

Schuttler (MTS 4) IKA® Labortechnik, Staufen
Schittelinkubator fiir Bakterien (Certomat BS-T) B. Braun Biotech International, Melsungen
Spektralphotometer Hitachi, Japan

Sterile Arbeitsbank (Hera Safe) Heraeus Instruments, Staufen
Szintillationszéhler EG & G Wallac, Turku, Finnland
UV-Tisch Internat. Biotechnologies, New Haven, USA
Vortexer IKA® Labortechnik, Staufen
Wasserbad GFL, Burgwedel
Wasserdeionisierungsanlage SG Clear, Barsbiittel
Zellerntegerat Microcell Harvester Scatron Instruments, Lier, Norwegen
Zentrifugen Biofuge 13R, Megafugel.0R, 2.0R

Suprafuge 22, Heraeus-Sepatech, Hanau
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2.1.2 Glas- und Plastikwaren

CELLine Bioreaktoren (350 ml)
Cellmaster Rollerflaschen (850 cm?)
Deckglaschen

Econo-Pac Disposable Chromatography-Saule
Einfrierréhrchen fur Zellen (1.8 ml)
ELISA-Platten (Microlon)
Eppendorf-Reaktionsgefale 0.5, 1.5 und 2 ml
FACS-R6hrchen

Falcon-Rohrchen

Gewebekulturflaschen 10, 30 und 100 ml
Gewebekulturplatten 24, 48 und 96 Well
Glaspipetten

Kanulen

Objekttrager

Pasteurpipetten

Petrischalen (£ 90 mm, Cellstar)
Pipettenspitzen

Plastikpipetten (25 ml)

Quarzkivetten

Spritzen

Sterilfilter, 0.22 um und 0.4 um
SterilfiltriergefalRe SteriCup

Zahlkammer nach Neubauer (0.1 x 0.0025 mm?)

Zellschaber
Zellsiebe 70 pm
Zentrifugenréhrchen (15 und 50 ml)

2.1.3 Chemikalien

Integra Biosciences, Fernwald
Greiner, Frickenhausen
Engelbrecht, Edermiinde
BioRAD, Miinchen

Nunc, Roskilde, Danemark
Greiner, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

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

Braun, Melsungen

Roth, Karlsruhe

Brand, Wertheim

Greiner, Frickenhausen
Sarstedt, Nirnberg

Greiner, Frickenhausen
Hellma, Milheim

Braun, Melsungen

Schleicher & Schuell, Dassel
Millipore, Bedford, MA, USA
Brandt, Melsungen

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

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

2.1.4 Bakterienstamme, Zellinien, Mausstamme

Bakterienstdamme:
E. coli Stamm DH5aF’

Eukaryontische Zellinien:
CHO (CCL-61)
COS-1 (CRL-1650)

L-929 (CCL-1)

Mausstdmme:
BALB/c (H-2%

New England Biolabs, Bad Schwalbach

Hamster-Ovarienzellinie (Puck et al., 1958)

epitheliale Affennieren-Zellinie, die das
SV40-Genom integriert hat (Gluzman, 1981)

Maus-Fibroblastenzellinie (Evans et al, 1956)

UKE, Hamburg
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C57BL/6 (H-2°)

HVEM™ (H-2°)

OT-I (H-2")

OT-1I (H-2")

Plasmodium berghei ANKA:
Stabilat aus mit P. berghei ANKA-Sporozoiten
infizierten Balb/c Mausen

Plasmodium yoelii (Py17NL und Py-lethal):
Stabilat aus mit P. yoelii (Py17NL bzw.
Py-lethal) infizierten Balb/c-Méausen

2.1.5 Antikorper und Detektionsreagenzien

Fluorochrom-konjuaierte Primarantikorper:

Hamster-anti-Maus CTLA-4 (4F10), Alexa 488
Maus-anti-Maus BTLA (6F7), PE
Ratte-anti-Maus CD4 (RM4-5), APC
Ratte-anti-Maus CD4 (CT-CD4), PE
Ratte-anti-Maus CD8a (5H10), Alexa-Fluor 488
Ratte-anti-Maus CD8a (5H10), PE
Ratte-anti-Maus CD19 (1D3), FITC
Ratte-anti-Maus CD25 (7D4), FITC
Ratte-anti-Maus CD31 (MEC-13.3), Biotin
Ratte-anti-Maus CD45 (30-F11), PerCP
Ratte-anti-Maus CD62L (MEL-14), PE
Ratte-anti-Maus CD69 (H1.2F3), PE
Ratte-anti-Maus Foxp3 (FJK-16s), PE

Isotypkontrollen:

Maus IgGl1, « (P3), PE

Ratte IgG1, « (A85-1), APC/ PE

Ratte 19G2a (R35-95), APC/ FITC/ PE
Ratte 19G2b (R12-3), PE

UKE, Hamburg

Maus, bei der beide HVEM-Allele durch
homologe Rekombination inaktiviert sind
(auf C57BL/6-Hintergrund riickgekreuzt)

Prof. Dr. K. Pfeffer, Universitat Disseldorf

T-Zell-Rezeptor-transgene Maus, deren TCR
einen Komplex aus H2-K® und dem Peptid
OV A ;57264 €rkennt (Hogquist et al., 1994)

UKE, Hamburg

T-Zell-Rezeptor-transgene Maus, deren TCR
einen Komplex aus I-A° und dem Peptid
OV A323-339 erkennt (Barnden et al., 1998)

UKE, Hamburg

BNI, Hamburg

J. Langhorne, NIMR, London, UK

J. Bluestone, University of Chicago, USA
eBioscience, San Diego, USA
BD Pharmingen, Heidelberg
CALTAG, Burlingame, USA
CALTAG, Burlingame, USA
CALTAG, Burlingame, USA
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
eBioscience, San Diego, USA

eBioscience, San Diego, USA
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
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Sekundérantikorper:

Esel-anti-human-1gG, PE
Kaninchen-anti-FITC, Alexa Fluor 488
Kaninchen-anti-human-1gG, HRP
Ziege-anti-Hamster-1gG, PE
Ziege-anti-Hamster TRITC
Ziege-anti-human-1gG, FITC

Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
Molecular Probes, Eugene, USA

DAKO, Glostrup, Danemark

Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
CALTAG, Burlingame, USA

Unkonjugierte Immunglobuline und Detektionsreagenzien:

ChromPure Hamster 1gG

ChromPure Maus IgG

Hamster-anti-Maus BTLA (6A6)
Hamster-anti-Maus CTLA-4 (UC10-4F10)
Hamster-anti-Maus ICAM-1 (3E2)
Streptavidin, Cy5

Ziege-anti-Maus HVEM (Antiserum)

ELISA-Testsysteme:

Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
K.M. Murphy, WUSTL, St. Louis, USA

J. Bluestone, University of Chicago, USA
BD Pharmingen, Heidelberg

Jackson ImmunoResearch Ltd., Soham, UK
R&D Systems, Wiesbaden

Zur Quantifizierung der Zytokine IFN-y, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, I1L-12p70 und
TNF-a in Uberstanden von Milzzellen und Sera wurden DuoSet® ELISA Development Kits
(R&D Systems, Wiesbaden) verwendet. Die Bestimmung von IL-18 erfolgte mit einem 1L-18
ELISA Kit (Medical & Biological Lab., Nagoya, Japan).

2.1.6 Material fir molekularbiologische Arbeiten

2.1.6.1 Reagenzien

Agarose

Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton

Bromphenolblau
Desoxyribonukleosidtriphosphate
Dithiothreitol (DTT)
DNA-Molekulargewichtsmarker (100 bp, 1 kb)
EndotoxFree-Plasmid-Kit
Ethidiumbromid

Hefeextrakt

Mineraldl

Oligo(dT)1s-Primer
Oligonukleotid-Primer

PCR Cloning Kit
Plasmid-Mini-Kit (NucleoSpin Plasmid)
Plasmid-Maxi-Kit

QIAEX-II Gelextraktions-Kit
TRI Reagent®

X-Gal

Xylencyanol

Biomol, Hamburg

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Difco, Detroit, USA

Sigma, Deisenhofen

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Gibco BRL, Eggesheim

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
QIAGEN, Hilden

Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit, USA

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

MWG Biotech AG, Ebersberg
QIAGEN, Hilden

Macherey & Nagel, Diren
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Molecular Research Center, Cincinnati, USA
MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Serva Feinbiochemika, Heidelberg
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2.1.6.2 Kulturmedien, Puffer und verwendete Stammldsungen

Ampicillin-Stammldsung:
25 mg/ml, anschlieRend Sterilfiltration

Desoxyribonukleotid-Gemisch (dNTPs):
je 2 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

6X DNA-Beladungspuffer fur Agarose-Gele:
0.25 % Bromphenolblau

0.25 % Xylencyanol FF

15 % Ficoll

DNA-Molekulargewichtsmarker:
83 pg/ml

Ethidiumbromid-Stamml&sung:
10 mg/ml

5x KCM-Medium:

0.5 MKCI

0.15 M CaCl,

0.25 M MgCl,

ad 30 ml mit ddH,O, danach Sterilfiltration (0.2 pm)

LB-Medium:
10.0 g Bacto-Trypton
5.0 g Hefeextrakt
10.0 g NaCl
ad 1 Liter mit ddH,0, pH 7.4, danach Sterilisation im Autoklav

LB-Ampicillin(Amp)-Medium:
LB-Medium mit Ampicillin (finale Konzentration: 50 pg/ml)

LB-Agarplatten:

15.0 g Bacto-Agar wurden zu 1 L LB-Medium gegeben und die entsprechenden Antibiotika dem
abgekuhlten Medium nach dem Autoklavieren zugesetzt. Jeweils 20 ml wurden in Petrischalen
gegossen und bei Raumtemperatur zum Aushérten stehen gelassen.

20 % (w/v) SDS-Stammldsung:
20 g SDS in 100 ml ddH,0 gelost

50x TAE-Puffer:

0.6 M Natriumacetat
2 M Tris-Base

0.1 M Na,EDTA
pH 8.3
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10x TBE-Puffer:

0.89 M Tris-Base

0.89 M Borséaure

20 mM Na,EDTAx 2 H,0O
pH 8.0

1x TE-Puffer:
10 mM Tris-HCI
1 mMEDTA
pH 7.5

TSB-Puffer:

41 ml 2x LB-Medium

10 % PEG (MW 3350)

5 % DMSO

10 mM MgCl,

10 mM MgSQO,

ad 100 ml mit ddH,0O, danach Sterilfiltration (0.2 um)

X-Gal-Stammldsung:
20 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-galactosid (X-Gal) in Dimethylformamid

2.1.6.3 Plasmide

pcDNA3.1(+) Invitrogen, Groningen, Niederlande
pDrive Cloning Vector QIAGEN, Hilden
pFUSE-hIgG1-Fc2 Invivogen, San Diego, USA

2.1.6.4 Enzyme

Alle Enzyme wurden in den mitgelieferten Puffern eingesetzt. Die Restriktionsenzyme wurden
von MBI Fermentas (St. Leon-Roth) New England Biolabs (Bad Schwalbach) bezogen.

Restriktionsendonukleasen:

BamHI, 10 U/ul MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Eagl, 10 U/ul New England Biolabs, Bad Schwalbach
EcoRlI, 10 U/ul MBI Fermentas, St. Leon-Roth
HindlI1l, 10 U/ul MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Pvul, 10 U/ul MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Smal, 10 U/l MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Spel, 10 U/ul New England Biolabs, Bad Schwalbach
Xhol, 20 U/ul New England Biolabs, Bad Schwalbach

DNA-Polymerasen:
Tag-DNA-Polymerase, 5 U/ul New England Biolabs, Bad Schwalbach

Weitere Enzyme:
Powerscript Reverse Transkriptase BD Pharmingen, Heidelberg
T4-DNA-Ligase, 5 U/ul MBI Fermentas, St. Leon-Roth
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2.1.6.5 Oligonukleotid-Primer

Expressionsanalysen:

BTLA:

HVEM:

B-Aktin:

Klonierung:
BTLA:;

HVEM:

BTLA-Ig:

BTLA-expr-f:
5’- CCT CTG GAG CAT CCT TTG TGA GAA -3’

BTLA-expr-r:
5’- ATT GGT GGC ATC TGG GAT GTC AGA -3’

HVEM-expr-f:
5’- GGT TAC CAT GTG AAG CAG GTC -3’

HVEM-expr-r:
5-TTG ACT GGA AACCTG ATGGTGTT -3’

beta-Aktin-sense:
5’-GTC GTACCACAGGCATTG TGA TGG -3’

beta-Aktin-as:
5’-GCA ATG CCT GGG TACATG GTG G -3’

fl-BTLA-HindllI-s:
5’- GAAGCT TGC TGG GAATGA AGACAG TG -3’

fl-BTLA-Xhol-as:
5’-GCA CTC GAG CAG TGT AGG CTG CCT -3’

fl-HVEM-HindlllI-s:
5’- CCT GAAGCT TCT TGA TCA AGA AAATGG -3’

fl-HVEM-Xhol-as:
5°-TCC TCG AGG TCT TGT CACCCA GAAT -3’

BTLA-Hind-s-neu-1:

5’-TGT CGA AGC TTG CTG GGA ATG AAG ACAGTGC -3

BTLA-BamHI-as:
5-CCA AGT GGA TCCCCTGGCCTCTCT TCC ATG -3

Genotypisierung:

Wildtyp:

HVEM™:

HVEM-SP-5" (fiir Wildtyp/HVEM™):

5'- TCC CTG AGG CTG AGA GGT TCC -3’
HVEM-SP-3’-WT:

5'- AGA GGC AGC AGG GTC AGC TGG -3’

pJak2:
5-CTG AAG AGG AGTTTACGT CCAG -3

Sequenzierung:

M13_f;
5’- GTA AAA CGA CGG CCA GT -3’

M13 _r:
5’- CAG GAA ACAGCTATGAC -3
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2.1.7 Material fur biochemische Arbeiten

2.1.7.1 Reagenzien

Acrylamid-Bisacrylamid (29:1)
Ammoniumpersulfat (APS)

BSA (Peroxidase-frei)

Centricon Filter (Ausschluss 10 bzw. 50 kDa)
Coomassie Plus Protein Assay Reagent
Dialyse-Schlauch

Dithiothreitol (DTT)

ECL Western Blotting Detection Reagents
Film EPH 1600
Hybond-ECL-Nitrocellulose-Membran
Hyperfilm

Limulus Amebocyte Lysat LPS-Assay
2-Mercaptoethanol

Milchpulver

Protein G-Sepharose

Protein-Marker, 10 kD-Leiter
Protein-Marker, prestained
Streptavidin-HRP

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin)
Tween-20

Whatman-Filterpapier

Zellophanfolien fir Proteingele

2.1.7.2 Puffer und verwendete Stammldsungen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva Feinbiochemika, Heidelberg
Millipore Corporation, Bedford, USA
Pierce, Rockford, USA

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Amersham, Buckinghamshire, UK
Kodak, Stuttgart

Amersham, Buckinghamshire, UK
Amersham, Buckinghamshire, UK
Bio Whittaker, Walkersville, USA
Sigma, Deisenhofen

Nestlé, Frankfurt

Pierce, Rockford, USA
GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein

DAKO, Glostrup, Ddnemark
BioRAD, Miinchen

Sigma, Deisenhofen

Schleicher & Schuell, Dassel
Novex, San Diego, USA

Alle Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und fur den Gebrauch bel
zellbiologischen Arbeiten autoklaviert oder sterilfiltriert.

Ammoniumpersulfat (APS):
10 % in H,0

Anodenpuffer 1 (Western Blot):
300 mM Tris

20 % Methanol

pH 10.4

Anodenpuffer 2 (Western Blot):
25 mM Tris

20 % Methanol

pH 10.4

Blockierungs-Puffer (Western Blot):
4 % Milchpulver in PBS

Dialyse-Puffer:
0.01 M EDTA, pH 8.0
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Elutionspuffer (Protein G-Saule):
0.1 M Glycin
pH 2.7

Der pH-Wert wurde mit konzentrierter HCI eingestellt, der Puffer anschlieRend entgast und
sterilfiltriert.

Kathodenpuffer (Western Blot):
25 mM Tris

4 mM e-Aminocapronséure
20 % Methanol

pH 9.4

10x Laufpuffer fir SDS-Gelelektrophorese:
0.25 M Tris

2.5 M Glycin

1% SDS

5x Ladepuffer (fur SDS-Gel):
50 mM Tris

2 % SDS

5 % Glycerin

10% DTT

einige Tropfen Bromphenolblau
pH 6.8

10x PBS (Phosphate Buffered Saline):
80 g NaCl

2.0 gKClI

14.4 g NapHPO,

2.4 g KH,PO,

ad 1 1dH,0

pH 7.4

PBS-Tween:
PBS-Puffer + 0.1 % Tween20

Phosphatpuffer (Protein G-Saule):
Puffer A: 20 mM Na,HPO,
Puffer B: 20 mM NaH,POq

Puffer A und B wurden gemischt, bis ein pH-Wert von 7.0 erreicht war; der Phosphatpuffer
wurde anschlieBend entgast und sterilfiltriert.

4x Sammelgelpuffer (SDS-PAGE):
0.5 M Tris-Base

0.4 % SDS

pH 6.8
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5 %iges Sammelgel (SDS-PAGE):
1.25 ml 4x Sammelgelpuffer

0.8 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid
3.0 mldH,O

50 I 10 % APS

5.0 pl TEMED

4x Trenngelpuffer (SDS-PAGE):
1.5 M Tris-Base

0.4 % SDS

pH 8.8

10 %iges Trenngel (SDS-PAGE):

2.5 ml 4x Trenngelpuffer

3.5 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid
4.0 mldH,0O

100 upl 10 % APS

12.5 ul TEMED

Waschpuffer (Silberfarbung):
50 % Ethanol
50 % dH,0

2.1.8 Material fur zellbiologische Arbeiten

2.1.8.1 Reagenzien

Cohn-11 (humane 1gG-Fraktion)
Cytofix/Cytoperm
Cytoperm/Wash

DAPI

Dimethylsulfoxid

Direct-PCR Tail

Einbettmedium

Fotales Kélberserum (FCS)
FUGENEG Transfektions-Reagenz
G418

Gentamycin

*H-Thymidin (5 mCi/ml)
IMDM-Medium (ohne L-Glutamin)
L-Glutamin

LPS (E. coli-Stamm 055:B5)
LS-Separationssaulen

Mausserum

NycoPrep Universal

Pan T Cell Isolation Kit 11

Peptid OV Azs7.264 (SIINFEKL)
Peptid OV A323-339 (ISQAVHAAHAEINEAGR)
Permafluor

PFHM-II Hybridoma-Medium

Sigma, Deisenhofen

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Molecular Probes, Eugene, USA
Sigma, Deisenhofen

Peglab, Erlangen

Leica, Nussloch

Sigma, Deisenhofen

Roche, Mannheim

PAA, Linz Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

Amersham, Buckinghamshire, UK
PAA, Linz, Osterreich

PAA, Linz, Osterreich

Sigma, Deisenhofen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
DAKO, Glostrup, Danemark
Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norwegen
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
MWG-Biotech, Ebersberg
MWG-Biotech, Ebersberg
Immunotech, Marseille, Frankreich
GibcoBRL, Eggenstein
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RPMI 1640-Medium (ohne L-Glutamin) PAA, Linz, Osterreich
Streptavidin-HRP DAKO, Glostrup, Danemark
Szintillationsfllssigkeit Roth, Karlsruhe

Trypanblau Serva Feinbiochemika, Heidelberg
Trypsin, 0.25 % GibcoBRL, Eggenstein

Wright’s stain Sigma, Deisenhofen

2.1.8.2 Kulturmedien, Puffer und verwendete Stammldsungen

Zur Inaktivierung des Komplementsystems wurde das FCS vor Gebrauch 45 Minuten auf 56 °C
erwdarmt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Zur Zellkultur wurde dem
Vollmedium Gentamycin (0.5 %) zugesetzt. Sofern nicht anders angegeben, wurden IMDM- und
RPMI 1640-Medium jeweils mit 10 % FCS verwendet.

Coating-Puffer (ELISA):
Puffer A: 10 mM Na,CO;
Puffer B: 20 mM NaHCO3

Zu 70 ml Puffer A wurde Puffer B zugegeben, bis ein pH-Wert von 9.6 erreicht war.

Cohn-11-Stamml&sung:
10 mg/ml in 1x PBS

DAPI-Stammldsung:
640 ng/ml in Methanol

Einfriermedium (Zellkultur-Zellen):
50 % FCS

40 % RPMI mit 10 % FCS

10 % DMSO

Einfriermedium (fiir P. berghei ANKA- oder P. yoelii-infizierte Erythrozyten):
0.9 g NaCl

4.2 g Sorbitol

ad 100 ml ddH,0O

Vor der Verwendung wurden 90 ml des Einfriermediums mit 35 ml sterilem Glycerol gemischt.

Erythrozytenlyse-Puffer:
10% 0.1 M Tris-HCI (pH 7.5)
90 % 0.16 M Ammoniumchlorid

FACS-Puffer:
1 %FCS
0.1 % NaNs in PBS

Farbsubstratldsung (ELISA):

200 pul TMB-Stammldsung

1.2 pl Wasserstoffperoxid (30 %)
ad 12 ml Substratpuffer
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IMDM/ 10 % FCS (Vollmedium):
500 ml IMDM

50 mlFCS

5 ml L-Glutamin (200 mM)
2.5 ml Gentamycin

Kulturmedium fir Knochenmarksmakrophagen:
IMDM/ 10 % FCS-Vollmedium
30 % L929-Kulturuberstand

5 % Pferdeserum

MACS (magnetic cell sorting)-Puffer:
2mM EDTA
0.5% BSA in 1x PBS

Nycodenz-Ldsung:
30% NycoPrep® in dH,0

PEHM-11-Medium fir Hybridomzellen:
500 ml PFHM-II
2.5 ml Gentamycin

RPMI/ 10 % FCS (Vollmedium):
500 ml RPMI 1640

50 ml FCS

5 ml L-Glutamin (200 mM)
2.5 ml Gentamycin

Stopp-Puffer (ELISA):
2 M H,SO,

Substratpuffer (ELISA):
100 mM NaH,PO,
pH 5.5

TMB-Stammldsung:
30 mg Tetramethylbenzidin
5 ml Dimethylsulfoxid

Trypanblau-L6sung:
2 mg in 100 ml PBS

Waschpuffer (ELISA):
0.05 % Tween 20 in PBS

Wright’s stain:
1 mg/ml in Methanol
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen molekularbiologischen Methoden sind detailliert im

nachfolgenden Labor-Handbuch beschrieben:

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

2.2.1.1 RNA-Préaparation aus eukaryontischen Zellen

Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen wurde nach der Acid-Guanidiniumthiocyanat-Phenol-
Chloroform (AGPC)-Methode (Chomczynski und Sacchi, 1987) isoliert. Dabei finden Zellyse,
Denaturierung und Phenol-Chloroform-Extraktion in einem Schritt statt, wobei in der Lésung
vorhandene RNasen sofort inaktiviert werden. Zur RNA-Praparation wurde die gebrauchsfertige
AGPC-Ldsung TRI Reagent® sowie RNase-freie Reagenzien und Pipettenspitzen verwendet. Die

Durchfiihrung der RNA-Isolierung erfolgte dabei nach den Angaben des Herstellers.

2.2.1.2 Herstellung von cDNA durch reverse Transkription

Die reverse Transkription stellt ein Verfahren dar, bei dem mit Hilfe einer retroviralen RNA-
abhangigen DNA-Polymerase komplementére einzelstrangige DNA (cDNA) aus RNA erzeugt
wird. Dazu wurde praparierte Gesamt-RNA aus eukaryontischen Zellen verwendet und zur
Expressionsanalyse nach einer photometrischen Konzentrationsbestimmung auf gleiche RNA-
Konzentrationen eingestellt. Die Umschreibung der mRNA in cDNA erfolgte unter Verwendung
des Enzyms Reverse Transkriptase und einem Oligo(dT)s-Primer, der an die Poly(A)-Schwanze
der mRNA-Molekule hybridisiert. Jeweils 1 pg Gesamt-RNA wurde mit 4 pl Oligo(dT)qs-
Primer-Losung versetzt und mit RNase-freiem dH,O auf ein Volumen von 11 pl aufgefullt. Nach
zehnminutiger Inkubation bei 70 °C wurden 4 pl 5x Reaktionspuffer, 2 pul dNTP-Gemisch (10
mM), 2 pl DTT-L6sung (100 mM) und 1 pl Powerscript Reverse Transkriptase zugefiigt und der
Ansatz eine Stunde bei 42 °C inkubiert. Die Beendigung der reversen Transkription erfolgte

durch Erwarmen des Reaktionsansatzes auf 70 °C fiir 15 Minuten.
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2.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um eine Methode zur enzymatischen
Amplifikation von DNA-Fragmenten (Saiki et al., 1988). Mit Hilfe einer DNA-Polymerase wird
zu einem einzelstrangigen DNA-Strang, der als Matrize dient, ein komplementdrer Strang
synthetisiert. Die als Doppelstrang vorliegenden DNA-Fragmente (oder auch DNA-RNA-
Hybride nach einer reversen Transkription) werden durch Erhitzen auf 95 °C denaturiert. Das
anschlief’ende Abklhlen ermdglicht die Hybridisierung von zwei Oligonukleotid-Primern an die
Matrize, an die dann durch eine thermostabile DNA-Polymerase Nukleotide in 5’®3’-Richtung
angefugt werden (Elongation). Die aufeinander folgenden Zyklen aus Denaturierung, Primer-

Bindung und Elongation erméglichen die exponentielle Synthese der zu amplifizierenden DNA.

Die verwendete Tag-DNA-Polymerase wurde den Herstellerangaben entsprechend eingesetzt.
Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden autoklavierte Reaktionsgefalie sowie gestopfte
Pipettenspitzen verwendet. Sofern nicht anders angegeben, wiesen die Reaktionsansétze die

folgende Zusammensetzung auf:

DNA-Template x ul (50 - 500 ng)
Primer #1 [sense] (10 uM) 2.5 ul
Primer #2 [antisense] (10 uM) 2.5 ul
10x Tag-Puffer (mit MgCl,) 2.5 ul
dNTP-Mischung (2 mM) 2.5 ul
Tag-DNA-Polymerase (5 U/ul) 0.2 ul
autoklaviertes dH,0O ad 25 pl

Die Reaktionsansatze wurden mit einem Tropfen Mineralol Uberschichtet und in einen
Thermocycler Uberfihrt, in dem die zyklische DNA-Amplifikation stattfand. Das verwendete
PCR-Programm variierte in Abhédngigkeit von der Grofle des zu amplifizierenden DNA-
Fragmentes. Fir die Expressionsanalyse von BTLA und HVEM wurden serielle Verdiinnungen
der cDNA erstellt und die Konzentration der fir die PCR eingesetzten cDNA anhand des
konstitutiv exprimierten Gens B-Aktin (Bandenintensitdt nach RT-PCR) ermittelt. Ein h&ufig
verwendetes PCR-Programm ist nachfolgend aufgefuhrt. Um mdgliche Kontaminationen der
Reagenzien auszuschlieBen, wurden bei jedem PCR-Lauf Negativkontrollen ohne DNA

durchgefunhrt.
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PCR-Programm:

initiale Denaturierung: 3 min 95°C
Denaturierung: 0.5 min 95°C
Primer-Hybridisierung: 1 min 57 °C 35 Zyklen
Elongation: 1 min 72°C

10 min 72°C

Ein Aliguot der PCR-Produkte wurde nach jedem PCR-Lauf auf ein Agarosegel aufgetragen, um

die entstandenen Amplifikate zu detektieren und die Spezifitat der PCR zu tberpriifen.

Zur Genotypisierung der HVEM™-Mause wurde zunachst genomische DNA isoliert, indem je
0.5 cm groRe Schwanzstiicke mit Direct PCR® Lysis-Reagenz, komplettiert mit 0.3 mg/ml
Proteinase K, tber Nacht bei 55 °C im Schittler inkubiert wurden. Das Reaktionsgefal? wurde
anschlielend bei 85 °C fir 45 Minuten inkubiert, und 1 pl des Lysats wurde direkt fir die
Genotypisierungs-PCR eingesetzt. Dabei waren die Primer HVEM-SP-5" und pJAK2 spezifisch
fur das inaktivierte HVEM-Allel, wahrend das Wildtyp-Allel mit Hilfe der Primer HVEM-SP-5’
und HVEM-SP-3" amplifiziert wurde. Unter Verwendung der genannten Oligonukleotid-Primer
konnten somit Wildtyp-Mause sowie HVEM*- und HVEM™-Mause eindeutig voneinander

unterschieden werden.

2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand ihrer
GroRe. Grundlage dafir ist die Wanderung von DNA-Molekilen entlang eines elektrischen
Feldes, wobei diese umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus der FragmentgroRe
erfolgt. In dieser Arbeit wurden -soweit nicht anders angegeben- jeweils 1%ige Gele verwendet.
Zu analytischen Zwecken dienten dabei 1x TBE-Gele, wéhrend zur DNA-Praparation 1x TAE-
Gele verwendet wurden. Zur Detektion der DNA-Fragmente wurde dem Agarosegel der
interkalierende Farbstoff Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0.4 pg/ml zugesetzt.
Nach der Elektrophorese wurde die DNA im Gel durch Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar
gemacht. Als GroRenstandard und zur semiquantitativen Bestimmung der DNA-Mengen wurde

jeweils zusatzlich ein DNA-Marker (100 bp plus bzw. 1 kb-Leiter) aufgetragen.
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2.2.1.5 Restriktionsverdau von DNA

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen ist die Spaltung doppelstrangiger DNA maglich, weil
die DNA durch Hydrolyse der Phosphodiesterbindungen in beiden Strdngen geschnitten wird.
Die Enzyme wirken sequenzspezifisch, wobei in der Regel palindromische Sequenzen erkannt
werden. Die Restriktionsverdaue wurden in den mitgelieferten Puffern nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Flr analytische Zwecke wurden 1-5 pg DNA eine Stunde bei 37 °C verdaut,
wéhrend praparative Verdaue (>10 pg DNA) mindestens Uber drei Stunden in einem
Gesamtvolumen von 50 ul durchgefiihrt wurden. Die erfolgreiche Spaltung der DNA wurde

durch Auftragen eines Aliquots des Reaktionsansatzes auf ein 1%iges TBE-Gel Uberpruft.

2.2.1.6 Gelreinigung von DNA-Fragmenten

Um stérende Salze, Proteine, Nukleotide oder Matrizen- bzw. Vektor-DNA zu entfernen, wurden
PCR-Produkte oder DNA-Fragmente nach einem préparativen Restriktionsverdau uber ein 1x
TAE-Agarosegel aufgereinigt. Das gewiinschte Fragment wurde unter UV-Licht mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA-Isolierung aus der Agarose erfolgte mit dem

QIAEX® 1l Gel Extraction-Kit und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.1.7 Konzentrationsbestimmung von DNA-LAsungen

Neben der Bestimmung der DNA-Konzentration anhand der Bandenintensitdt von DNA-
Fragmenten im Agarosegel (durch Vergleich mit Markerbanden bekannter Konzentration)
erfolgte die DNA-Konzentrationsbestimmung photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm.
Dazu wurden Verdiinnungen der DNA-L6sung mit dH,O erstellt und die Absorption bei 260 nm
in Quarzkiivetten (1 cm Schichtdicke) gemessen. Ein Absorptionswert von 1.0 bei dieser
Wellenldnge entspricht dabei einer Konzentration von 50 pg/ml an doppelstrangiger DNA und
40 pg/ml an RNA. Protein-Verunreinigungen der DNA-L6sungen wurden durch Messung der
Absorption bei 280 nm und Berechnung des Ajso/Azso-Quotienten detektiert. Fir reine DNA-
Losungen liegt der Quotient zwischen 1.8 und 2.0, fir reine RNA-Ldsungen zwischen 1.9 und
2.0. Niedrigere Werte deuten auf die Anwesenheit von Proteinen oder auch auf die

unvollistandige Entfernung von Phenolresten bei der DNA-Prézipitation hin.
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2.2.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente werden mit Hilfe einer Ligase miteinander verknipft, die unter ATP-Verbrauch
die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einem freien 5’-Phosphatrest eines DNA-
Stranges und einer freien 3’-Hydroxylgruppe eines benachbarten DNA-Stranges katalysiert. Es
wurde dabei die aus dem Bakteriophagen T4 stammende Ligase verwendet, die sowohl stumpfe

als auch Gberhangende Enden miteinander verbindet.

Klonierung von PCR-Produkten:

Zur Klonierung von PCR-Produkten wurde das PCR Cloning Kit mit dem Vektor pDrive als
Klonierungsvektor verwendet. Der Vektor liegt in linearisierter Form mit tberhdngenden Uracil-
Resten an den 3’-Enden vor. Die Ligation wird dadurch erleichtert, dass durch die Terminale-
Transferase-Aktivitat der Taqg-DNA-Polymerase préferentiell Adeninnucleotide an das Ende der
PCR-Produkte angefligt werden. Die Detektion positiver Klone erfolgt mit Hilfe der Blau-Weil3-
Selektion, da PCR-Produkte in das lacZ’-Gen inseriert werden. Dieses wird durch die Insertion
zerstOrt, so dass positive Klone eine weille Farbe aufweisen. Die Klonierung erfolgte nach

Angaben des Herstellers, wobei die Ligationsansatze die nachfolgende Zusammensetzung

aufwiesen.

pDrive Cloning Vector (50 ng/pl) 1 ul
PCR-Produkt 1-4ul
2x Ligation Master-Mix 5 ul
autoklaviertes dH,0O ad 10 pl

Klonierung in den Expressionsvektor pcDNA3.1(+):

Bei pcDNA3.1(+) handelt es sich um einen Vektor, der die stabile Expression von Proteinen in
eukaryontischen Zellen ermdglicht. Daneben enthalt der Vektor ein Ampicillin-Resistenzgen,
das die Selektion von plasmidtragenden Bakterien in Gegenwart des Antibiotikums Ampicillin
ermoglicht. Das DNA-Fragment, das flr das zu exprimierende Protein codiert, wird nach einem
Restriktionsverdau in die Polylinker-Sequenz eingefuigt und steht dann unter der Kontrolle des
CMV-Promotors. Auf diese Weise ist eine Proteinexpression in grélReren Mengen maglich.

Die Ligationen wurden jeweils nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Reaktionen fanden in
einem Gesamtvolumen von 10 pl statt, wobei je finf Units T4-DNA-Ligase in jedem Ansatz
vorhanden waren. Fr alle Ligationen wurde ein Verhaltnis von Vektor- zu Insert-DNA von 1:2
bis 1:10 eingesetzt. Die Ligationsansdtze wurden tber Nacht im Wasserbad bei 16 °C inkubiert.
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Um eine mdgliche Religation der Vektor-DNA zu Uberpriifen, wurden Negativkontrollen mit
dH,O an Stelle der Insert-DNA durchgefuhrt. Ein Aliquot der ligierten DNA wurde zur
Kontrolle der erfolgreichen Ligation auf ein 1 %iges TBE-Gel aufgetragen. Im Anschluss an die
Ligation wurden die Ansatze direkt zur Transformation kompetenter Bakterien verwendet.

2.2.1.9 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterien

Da Bakterien von sich aus nur in geringem Umfang DNA aufnehmen, miissen sie zundchst in
einen Zustand versetzt werden, in dem die DNA-Aufnahme effektiv moglich ist. Zu diesem
Zweck wurden 5 ml einer LB-Kultur von E. coli DH5aF angeimpft und tber Nacht bei 37 °C
und 200 rpm im Schttler inkubiert. 200 ml LB-Medium wurden mit einem Aliquot der
Ubernachtkultur bis zu einer ODggo von 0.05 angeimpft und bei 37 °C geschiittelt, bis eine ODggo
von 0.5 bis 0.6 erreicht war. Anschlieend wurden die Bakterien sedimentiert (10 min, 3000
rpm, 4 °C), und das Pellet wurde in 20 ml TSB-Puffer resuspendiert. Die kompetenten Bakterien
wurden in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung in Aliquots von
jeweils 100 ul bei -70 °C aufbewahrt.

Transformation stellt die Einschleusung von DNA in Bakterienzellen dar. Ein Reaktionsansatz

wies dabei folgende Zusammensetzung auf:

5x KCM-Puffer 20 pl
DNA-Konstrukt 50 - 100 ng (1 pl - 4 ul des Ligationsansatzes)
dH,0 ad 100 pl
kompetente E. coli DH5aF 100 pl

Die kompetenten Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit den Ubrigen Komponenten des
Reaktionsansatzes vermischt. Der Ansatz wurde 20 Minuten auf Eis gestellt, danach zehn
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen, bevor er auf LB-Ampicillin-Platten ausgestrichen
und tber Nacht bei 37 °C inkubiert wurde.

Blau-Weil3-Selektion:

Mit Hilfe der Blau-Weil3-Selektion ist eine schnelle Identifikation von Bakterien méglich, die

einen Vektor mit inseriertem DNA-Fragment aufgenommen haben. Zu diesem Zweck wurden
die LB-Ampicillin-Platten vor der Transformation mit 50 pl X-Gal-Stammlésung bestrichen.
Weil das lacZ’-Gen durch Insertion eines DNA-Fragmentes in die Polylinker-Sequenz zerstort

wird, kénnen Bakterien in diesem Fall keine funktionelle b-Galactosidase mehr bilden und sind
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deshalb nicht in der Lage, den Indigofarbstoff X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-b-D-galactosid)
zu einem blauen Komplex zu oxidieren. Daher bleiben transformierte Bakterien weil3 und
kdnnen so anhand ihrer Farbung von Bakterien unterschieden werden, deren aufgenommener

Vektor kein inseriertes DNA-Fragment enthalt.

2.2.1.10 Plasmidpraparation aus Bakterien

Nach der Transformation der Plasmid-Konstrukte in kompetente Bakterien wurden diese
vermehrt, um das Plasmid anschlielend zu isolieren und fur weitere Experimente einzusetzen. In
Abhéngigkeit von der benétigten Menge an Plasmid-DNA wurden verschiedene Arten der
Praparation (Minipréparation, Maxipréaparation) angewandt. Dabei werden Bakterienzellen durch
alkalische Lyse aufgeschlossen und bei der nachfolgenden Neutralisierung bakterielle Proteine,
Membranreste und die Nucleoid-DNA ausgefallt, wohingegen die Plasmid-DNA im Uberstand
verbleibt. Durch Bindung der Plasmid-DNA an Anionenaustauschersaulen wird sie von
storenden Salzen befreit und kann eluiert (Minipraparation) oder durch Isopropanol-Féllung

isoliert werden (Maxipraparation).

Zur lIsolierung von Plasmid-DNA fiir analytische und praparative Restriktionsverdaue wurden
Minipréparationen durchgefiihrt. Dazu wurde eine ausgewahlte Bakterienkolonie in 5 ml LB-
Amp-Medium transferiert und tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm inkubiert. Nach Pelletierung
der Bakterien in einem Eppendorfgefa (1 min, 13 000 rpm, RT) wurde die Minipréparation
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Fir die Transfektion eukaryontischer Zellen mittels der
CaCl,-Phosphat-Methode waren grofle Mengen hochreiner und endotoxinfreier Plasmid-DNA
erforderlich. Dazu wurden jeweils 200 ml LB-Amp-Medium mit Bakterien, die das gewiinschte
Plasmid-Konstrukt enthielten, angeimpft, diese tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm im Schdittler
kultiviert und danach durch Zentrifugation pelletiert. Die Plasmid-DNA wurde unter
Verwendung des EndotoxFree-Plasmid-Prep-Kits nach Herstellerangaben isoliert und die

getrocknete DNA in endotoxinfreiem dH,O aufgenommen.

2.2.1.11 Kryokonservierung von Bakterien

Zur langerfristigen Aufbewahrung von Bakterien, die ein gewiinschtes Plasmid-Konstrukt
enthielten, wurden Glycerol-Stocks angelegt, aus denen dann Flussigkulturen angeimpft wurden.
Dazu wurden 850 pl einer 5-ml-Ubernachtkultur in LB-Amp-Medium mit 150 pl sterilem
Glycerol versetzt und in KryogefaRen bei -70 °C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.
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2.2.1.12 DNA-Sequenzierung

Nach der Identifizierung von Bakterienklonen, die ein gewilnschtes DNA-Fragment enthielten,
wurden die entsprechenden Fragmente sequenziert, um mdgliche Nukleotidaustausche und
Leserasterverschiebungen auszuschlief(en. Zu&chst wurde 1 pg der Plasmid-DNA-LGsung mit
dH,O auf ein Gesamtvolumen von 100 pl aufgeflllt und anschlieBend eine Ethanolfallung
durchgefuhrt. Dazu wurden dem Ansatz 10 pl Natriumacetat (3 M, pH 4.6) und 250 ul absolutes
Ethanol zugegeben. Nach einer Zentrifugation (15 min, 14000 rpm, Raumtemperatur) wurde der
Uberstand abgenommen und das DNA-Pellet mit 250 pl 70 % Ethanol gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation (5 min, 14000 rpm, RT) wurde der Uberstand quantitativ entfernt und
das Pellet durch zehnminiitige Inkubation bei 37 °C getrocknet. Die prézipitierte Plasmid-DNA

wurde mit den jeweiligen Primern zur Sequenzierung an MWG Biotech (Ebersberg) geschickt.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Messung der Konzentration einer Proteinldsung nach Bradford (1976) beruht auf der
Bildung eines blau geférbten Komplexes zwischen Proteinen und dem Farbstoff Coomassie-
Brillantblau. Die dadurch bedingte Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465 nm nach
630 nm wird zur photometrischen Detektion der Proteinkonzentration genutzt. In einer 96-Loch-
Mikrotiterplatte wurden zu jeweils 10 pl der zu messenden Probe 90 ul Bradford-Reagenz
gegeben, und die Intensitat der Blaufarbung wurde durch Messung der Extinktion bei 630 nm
bestimmt. Anhand des Vergleichs mit einer BSA-Verdiinnungsreihe war so die Quantifizierung
des Proteingehalts von Ldsungen maoglich (jeweils Doppelwerte).

2.2.2.2 Aufreinigung von Antikdrpern und Ig-Fusionsmolektilen

Antikorper wurden aus dem Uberstand von Hybridomzellen, BTLA-Ig-Fusionsmolekiil aus dem
Uberstand von stabil transfizierten CHO-Zellen mittels Protein-G-Saulen aufgereinigt. Bei dieser
Methode binden Antikoérper und Ig-Fusionsmolekile tber ihr Fc-Fragment an die Matrix der
Protein-G-Séule und kénnen auf diese Weise von anderen Proteinen getrennt werden. Die Séule
wurde zunachst mit 50 ml Phosphatpuffer aquilibriert und anschlieBend mit dem Uberstand der
Hybridomzellen bzw. transfizierten CHO-Zellen beladen. Nach dem vollstdndigen Durchlauf des
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Uberstandes wurde die Saule mit 50 ml Phosphatpuffer gewaschen, woraufhin Antikorper bzw.
BTLA-Ig-Fusionsmolekil mit 10 ml Glycinpuffer (pH 2.7) von der Saule eluiert wurden. Das
Eluat wurde in einem Falcon-GeféR aufgefangen und durch Zugabe von 1 M Tris/HCI (pH 8.0)
neutralisiert. Die Protein-G-S&ule wurde nach der Elution mit Phosphatpuffer gewaschen und in
20 % Ethanol gelagert. Daraufhin wurde mittels Dialyse ein Pufferwechsel des Eluats in 1x PBS
durchgefuhrt, bevor die Proteinkonzentration bestimmt und der Verlauf der Aufreinigung tber

eine SDS-PAGE und nachfolgenden Westernblot kontrolliert wurde.

2.2.2.3 Dialyse

Mit Hilfe der Dialyse konnen niedermolekulare Substanzen aus einer Losung entfernt und
Pufferwechsel durchgefiihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Dialyse dazu
verwendet, um verschiedene Antikdrper und BTLA-Ig-Fusionsmolekul nach der Aufreinigung
uber eine Protein-G-Sé&ule in 1x PBS umzupuffern. Dazu wurde ein Dialyseschlauch verwendet,
der einige Minuten mit 1x PBS gespllt und danach mit der Proteinldsung beftllt wurde. Nach
Inkubation des Schlauches in fiinf Litern 1x PBS bei 4 °C unter Rihren tber Nacht wurde der
Dialysepuffer durch fiinf Liter frisches 1x PBS ersetzt und die Dialyse sechs Stunden bei 4 °C
fortgesetzt. Anschliefend wurde die im Dialyseschlauch befindliche Proteinldsung entnommen,
aufkonzentriert und nach Prufung der Reinheit durch SDS-PAGE/Westernblot bis zur weiteren

Verwendung bei -70 °C gelagert.

2.2.2.4 Aufkonzentrierung von Proteinlésungen

Nach der Dialyse wurden Proteinlésungen, die Antikérper oder BTLA-Ig-Fusionsmolekil
enthielten, aufkonzentriert, um ausreichend hohe Konzentrationen fiir in vitro-Tests zu erhalten
und die Proteine ggf. auch in vivo einsetzen zu kénnen. Dazu wurden Vivaspin®-Saulen bzw.
Centricon®-YM-10-Filter verwendet, deren Poren eine AusschlussgroRe von 50 kDa bzw. 10
kDa aufweisen und daher jeweils nur kleinere Proteine passieren lassen. Nach Auftragen von
jeweils 2 ml Proteinlosung auf den Filter wurde das Volumen durch Zentrifugation (10 min,
4000 rpm, 4 °C) eingeengt. Der Vorgang wurde so lange fortgesetzt, bis die gewilinschte

Proteinkonzentration erreicht war.
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2.2.2.5 LPS-Konzentrationsbestimmung

Da von Bakterien freigesetztes Lipopolysaccharid (LPS) auf Proliferation und Zytokinsekretion
von Zellen wirkt, wurden LoOsungen der aufgereinigten Antikorper sowie des BTLA-Ig-
Fusionsmolekils mit dem Limulus Amebocyte Lysate Assay auf LPS-Kontaminationen
untersucht. Der Test basiert auf der Reaktion des LPS mit Enzymen, die aus den Amdbozyten
des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemus stammen (Watson et al., 1977). Der LPS-Test
wurde nach Angaben des Herstellers durchgeftihrt. 50 pl von seriellen Verdiinnungen der zu
untersuchenden Proteinlésungen wurden in die Vertiefungen einer 96-Loch-Flachbodenplatte
aufgetragen, ebenso 50 ul einer Verdinnungsreihe einer LPS-L6sung bekannter Konzentration.
Nach Zugabe von 50 pl LAL-Reagenz zur Proteinverdiinnung und dem LPS-Standard und
zehnmindtiger Inkubation bei 37 °C wurde die LPS-LAL-Komplexbildung durch Zugabe von
100 pl Substratlosung quantifiziert. Die Farbreaktion (Farbumschlag nach gelb) wurde
schlielich durch Zugabe von jeweils 50 pl 10 % SDS beendet und die Absorption bei 405 nm

bestimmt.

2.2.2.6 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE ermdglicht die Auftrennung von Proteinen anhand ihrer Grofie durch die
Wanderung in einem elektrischen Feld. Die Proteinstruktur wird dabei durch die denaturierende
Wirkung des im Laufpuffer und Gel enthaltenen SDS aufgeldst, so dass die Wanderungs-
geschwindigkeit der Proteine nur noch von ihrer GroRe, jedoch nicht mehr von ihrer Form
abhéangt. Die Eigenladung der Proteine wird zudem durch die negative Ladung des SDS

Uberdeckt, was dazu fihrt, dass die Proteine von der Kathode zur Anode wandern.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Losungen, die Antikdrper oder BTLA-Ig-Fusionsprotein
enthielten, durch SDS-PAGE aufgetrennt. Dazu wurde ein diskontinuierliches Puffersystem
verwendet, bei dem die Proteine zuerst mit Hilfe eines Sammelgels fokussiert und im Trenngel
aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Es wurden jeweils 5 %ige Sammelgele und 10 %ige
Trenngele verwendet. Die Proben wurden vor Beladung des Polyacrylamid-Gels mit 5x
Beladungspuffer versetzt, finf Minuten auf 95 °C erhitzt und nach dem Abkihlen in die
Geltaschen pipettiert. Als GroRenstandard wurden jeweils 10 pl eines vorgefarbten Protein-
Molekulargewichtsmarkers verwendet. Die Elektrophorese wurde eine Stunde lang bei einer
Spannung von 125 V durchgefiihrt.
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2.2.2.7 Westernblot

Das Western Blotting stellt eine Methode dar, bei der Proteine unter Einfluss eines elektrischen
Feldes auf eine Nitrocellulosemembran transferiert werden, auf der die Proteine dann spezifisch
mittels Antikorpern oder anderen an das Zielprotein bindenden Reagenzien detektiert werden. Im
Rahmen der Arbeit diente der Westernblot dem Nachweis von aufgereinigten Antikérpern oder
BTLA-Ig-Fusionsmolekiil. Zur Uberfiihrung der Proteine auf die Membran wurde das Semi-Dry-
Verfahren angewandt. Dazu wurden auf die Kathodenplatte der Blot-Kammer drei in
Kathodenpuffer getrdnkte Whatman-Filterpapiere aufgelegt, auf die dann das Gel und dariber
die Nitrocellulosemembran geschichtet wurden. Der Stapel wurde daraufhin noch mit je drei in
Anodenpuffer 2 bzw. in Anodenpuffer 1 dquilibrierten Whatman-Filterpapieren bedeckt, bevor
die Anodenplatte aufgelegt wurde. Der Transfer auf die Membran erfolgte eine Stunde lang bel
einer Stromdichte von 1 mA/cm? Die Membran wurde anschlieRend eine Stunde bei
Raumtemperatur in 1x PBS mit 4 % Milchpulver inkubiert, um unspezifische Antikdrperbindung
an die Membran zu blockieren. Nach mehrfachem Spulen mit 0.1 % Tween-20 in 1x PBS wurde
der jeweilige HRP-konjugierte Detektions-Antikorper (verdinnt in 1x PBS mit 1 % BSA)
zugegeben und die Membran darin eine Stunde bei Raumtemperatur geschittelt. Es folgten finf
Waschschritte mit 0.1 % Tween-20 in 1x PBS fur jeweils zehn Minuten, bevor die gebundenen
Peroxidase-Molekule mit Hilfe des ECL-Systems (ECL Western Blotting Detection Reagents)
nachgewiesen wurden. Nachdem die Membran eine Minute lang in einer 1:1-Mischung der
beiden ECL-Reagenzien inkubiert worden war, wurde sie in eine Filmkassette tberfihrt und in
der Dunkelkammer ein ECL-Film aufgelegt. Nach einminutiger Exposition fand die Entwicklung

des Films in einem automatischen Entwickler statt.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Allgemeine Bedingungen der Zellkultur und Sterilisation

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt, um Kontaminationen zu
vermeiden. Labormaterialien aus Kunststoff und Lésungen wurden vor Gebrauch 20 Minuten bei
135 °C und 2.2 bar autoklaviert, Glasgeréate durch dreistindiges Erhitzen auf 180 °C sterilisiert.
Praparierbesteck wurde vor der Verwendung in 70 %iges Ethanol eingetaucht. Die Kultivierung
der verwendeten Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank. Sofern nicht anders

angegeben, wurden alle Waschvorgange funf Minuten bei 1200 rpm und 4 °C durchgefiihrt.
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2.2.3.2 Kultur von Zellinien

CHO- und COS-1-Zellen wurden nach dem Auftauen in RPMI-Vollmedium bei 37 °C und 5 %
CO,, kultiviert, wahrend die Kultivierung von L929-Zellen in IMDM-Vollmedium bei 37 °C und
10 % CO, erfolgte. Antikorper-produzierende Hybridomzellen wurden nach dem Auftauen fir
einige Tage in IMDM-Vollmedium bei 37 °C und 10 % CO, expandiert. Um groRRe Mengen an
Antikdrpern herstellen zu kdnnen, wurden die Hybridomzellen danach in proteinfreies PFHII-
Medium Uberfthrt, das fur die Kultivierung von Hybridomen besonders geeignet ist. Die weitere
Kultivierung fand tiber 7-10 Tage in Rollerflaschen statt, bevor die Zellen abzentrifugiert wurden
(10 min, 4500 rpm, 4 °C). Der Uberstand wurde anschlieBend sterilfiltriert, entgast und tber eine
Protein-G-Séule gegeben, um die Antikorper aufzureinigen. Stabil transfizierte CHO-Zellen
wurden zur Produktion von BTLA-Ig-Fusionsmolekiil in CELLine-Bioreaktoren nach Angaben
des Herstellers kultiviert. Um stérende, im FCS enthaltene Immunglobuline zu entfernen, wurde
Ig-depletiertes RPMI-Vollmedium verwendet und die Zellen darin bei 37 °C und 5 % CO;
inkubiert. Jeden dritten Tag wurden die Zellen ausverdinnt, indem nach Auf- und Abpipettieren
der Zellen die Halfte des Kulturmediums durch frisches Vollmedium ersetzt wurde. Das
abgenommene Medium wurde zentrifugiert (5 min, 4500 rpm, 4 °C), der BTLA-Ig enthaltende
Uberstand sterilfiltriert und bis zur Reinigung tber eine Protein-G-Séule bei -20 °C aufbewabhrt.

2.2.3.3 Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zahl an vitalen Zellen wurde der Trypanausschlusstest angewandt, der
darauf beruht, dass lebende Zellen den Farbstoff aus dem Zellinneren ausschlieRen, wahrend tote
Zellen blau angeféarbt werden. Jeweils 50 ul der Zellsuspension wurden mit 50 pl Trypanblau-
Losung versetzt; daraufhin wurde ein Aliquot der Mischung in eine Neubauer-Z&hlkammer
pipettiert. Es wurden jeweils vier GroRquadrate ausgezahlt, woraufhin die Lebendzellzahl unter

Berlcksichtigung der Verdinnung berechnet wurde.

2.2.3.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Aufbewahrung eukaryontischer Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff (-196 °C), da sie dort
Uber lange Zeit gelagert und nach dem Auftauen wieder in Kultur genommen werden kénnen.
Zum Einfrieren wurden je 5 * 10° Zellen durch Zentrifugation pelletiert und langsam mit 1 ml
vorgekihltem Einfriermedium versetzt. Dieses enthédlt 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), das

stark hygroskopisch ist und so die Bildung von Eiskristallen wahrend des Einfrierens verhindert.
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Die Zellsuspension wurde danach in Kryoréhrchen pipettiert und diese Uber Nacht bei -70 °C
gelagert, bevor sie in den flissigen Stickstoff Uberfihrt wurden. Das Auftauen der Zellen
erfolgte durch mehrfaches Waschen mit Vollmedium, um das DMSO zu entfernen. Nach dem
Waschen wurden die Zellen in 10 ml Vollmedium resuspendiert und nach der Bestimmung der

Zellzahl in Kultur genommen.

2.2.3.5 Blutentnahme und Gewinnung von Serum

Um Serum fir die Bestimmung von Zytokinen und Leberenzymen im Verlauf der murinen
Malaria zu erhalten, wurde die Maus mit Forene® (Wirkstoff Isofluran) narkotisiert und Blut
durch Kardialpunktion entnommen. Nach vollstandiger Gerinnung des Blutes wurde das Serum
durch Zentrifugation (10 min, 5000 rpm, Raumtemperatur) gewonnen und zur Messung von

Leberenzymen (durchgefiihrt von Labor Fenner, Hamburg) oder Zytokinen im ELISA eingesetzt.

2.2.3.6 Praparation von murinen Milzzellen

Die Milz einer sechs bis zehn Wochen alten BALB/c- bzw. C57BL/6-Maus wurde unter der
Sterilbank entnommen und mit RPMI-Medium ausgespilt, um eine Einzelzellsuspension der
Milzzellen zu erhalten. Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in ein Falcon-Rohrchen und
funfminutiger Zentrifugation bei 1200 rpm und 4 °C wurde das Pellet in 5 ml Erythrozytenlyse-
Puffer resuspendiert, um die Erythrozyten durch hypotone Lyse zu entfernen. Die Inkubation der
Zellen im Erythrozytenlyse-Puffer wurde nach zwei Minuten durch die Zugabe von 10 ml
Vollmedium beendet. Die Zellen wurden zweimal mit je 10 ml Vollmedium gewaschen, gezéhlt

und danach fiir die weiteren Versuche eingesetzt.

2.2.3.7 Isolation von murinen Lymphozyten aus der Leber

Vor der Entnahme der Leber wurde diese tber die Pfortader mit 5 ml PBS/10 %FCS durchspuilt.
Die Leber wurde herausprapariert und unter Zugabe von Medium in einem Zellsieb zerrieben,
um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Nach zehnminitiger Zentrifugation der Zellsuspension
bei 1400 rpm und 4 °C wurde das Pellet in 1 ml purem RPMI-Medium aufgenommen und
daraufhin mit 5,5 ml 30 % Nycodenz® Lésung versetzt. Diese Losung dient zur Herstellung von
Dichtegradienten, um Zellen oder Zellorganellen aufzureinigen. 2 ml RPMI-Medium wurden
anschlieBend mit der Zellsuspension unterschichtet und der Ansatz zur Ausbildung des

Dichtegradienten eine halbe Stunde bei 2500 rpm und 4°C zentrifugiert. Dadurch wurden
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Hepatozyten, Erythrozyten und Zelldebris von der Lymphozytenpopulation abgetrennt, so dass
diese anschlieBend mit Hilfe einer Pipette abgenommen werden konnte. Die Zellen wurden in

Vollmedium gewaschen (5 min, 1200 rpm, 4°C), bevor die Zellzahl bestimmt wurde.

2.2.3.8 Praparation von murinen Zellen aus dem Gehirn

Um im Verlauf der murinen Malaria die Funktion von BTLA bei der Sequestration von
Leukozyten im Gehirn zu analysieren, wurden die Hirne von mit anti-BTLA- bzw. Kontroll-
Antikorper behandelten C57BL/6-Mé&usen am Tag 6 nach P. berghei-Infektion herausprépariert.
Eine Halfte des Gehirns wurde dabei in Einbettmedium zur Herstellung von Gefrierschnitten
eingefroren, wéhrend die andere Hélfte in RPMI-Medium zerrieben und uber ein Zellsieb
gegeben wurde, um eine homogene Zellsuspension zu erzeugen. Diese wurde funf Minuten bei
1200 rpm und 4 °C zentrifugiert und das Pellet in 5 ml Erythrozytenlyse-Puffer aufgenommen.
Der Puffer wurde nach zweiminutiger Inkubation der Zellen durch Zugabe von 10 ml RPMI-
Medium ausverdunnt, bevor erneut eine Zentrifugation (5 min, 1200 rpm, 4 °C) stattfand. Die
Zellen wurden in Medium gewaschen und gezéhlt, bevor sie mit Fluorochrom-konjugierten

Antikorpern markiert und im Durchflusszytometer analysiert wurden.

2.2.3.9 Generierung von murinen Knochenmarksmakrophagen

Die Reifung von Makrophagen aus murinen Knochenmarks-Stammzellen ist durch Kultivierung
der Zellen in Gegenwart des Differenzierungsfaktors M-CSF méglich, der im Uberstand von
L929-Zellen in ausreichend hoher Konzentration enthalten ist. Fiir dessen Herstellung wurden
die L929-Zellen in Zellkulturflaschen ausgesét und in IMDM-Vollmedium bei 37 °C und 10 %
CO; kultiviert, bis diese konfluent waren. Die Kultivierung wurde danach weitere 10-14 Tage
fortgesetzt und der Uberstand schlieRlich zehn Minuten bei 4500 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Nach einer Sterilfiltration des L929-Uberstandes wurde dieser bis zur weiteren Verwendung bei
-20 °C gelagert. Fur die Praparation der Knochenmarks-Stammzellen wurden Femur und Tibia
einer sechs bis zehn Wochen alten C57BL/6-Maus unter der Sterilbank entnommen und die
Zellen mit RPMI-Medium herausgespiilt. Die Zellen wurden gezahlt und jeweils 0,25 * 10%/ml
Knochenmarkszellen in 2 ml Makrophagen-Kulturmedium (IMDM-Vollmedium mit 30 % L929-
Uberstand und 5 % Pferdeserum) in den Vertiefungen einer 6-Loch-Zellkulturplatte Kultiviert.
Am dritten Tag der Kultivierung wurden weitere 2 ml Makrophagen-Kulturmedium zugegeben,

an den Tagen 6 und 8 nach Praparation nochmals je 2 ml Medium durch frisches Makrophagen-
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Kulturmedium ersetzt. Die Knochenmarksmakrophagen wurden am Tag 10 geerntet und direkt

fiir die weiteren Versuche eingesetzt.

2.2.3.10 Stimulation von murinen Milzzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Milzzellen von C57BL/6-, OT-1- und OT-II-M&usen in vitro
stimuliert, um Effekte des anti-BTLA-Antikorpers 6A6 und des BTLA-Ig-Fusionsmolekiils auf
die Proliferation und IL-2-Produktion zu untersuchen. Dabei wurde der Einfluss von BTLA-Ig
dadurch analysiert, dass C57BL/6-Milzzellen und MACS-gereinigte T-Zellen mit anti-CD3-
Antikorper in Gegenwart verschiedener Konzentrationen BTLA-Ig-Fusionsmolekil stimuliert
wurden. Dazu wurden je 2 * 10° Milzzellen in jede Vertiefung einer 96-Loch-Zellkulturplatte
pipettiert und in einem Endvolumen von 200 pl kultiviert. Nach 48-stiindiger Inkubation wurden
150 pl Kulturtberstand fiir Zytokin-ELISAs abgenommen, aulRerdem wurde die Proliferation der

Zellen gemessen.

Um die Wirkung des anti-BTLA-Antikorpers 6A6 auf die Proliferation und Zytokinsekretion
von Milzzellen zu untersuchen, wurden die Vertiefungen einer 96-Loch-Zellkulturplatte tber
Nacht bei 4 °C mit verschiedenen Konzentrationen an anti-BTLA- oder Kontroll-Antikorper
beschichtet. Die Platte wurde daraufhin mit 1x PBS gewaschen und mit je 2 * 10° Milzzellen/
Vertiefung befillt. Als antigene Stimuli wurden verschiedene Konzentrationen der Peptide
OV A 57264 (flr T-Zellen aus OT-1-Mausen) bzw. OV Asz3.339 (flr T-Zellen aus OT-11-Mé&usen)
eingesetzt. Die genauen Stimulationsbedingungen sind dabei an den entsprechenden Stellen im
Ergebnisteil dieser Arbeit beschrieben. Nach 48-stiindiger Inkubation wurden 150 pl
Kulturiiberstand fir die Zytokin-ELISAs abgenommen.

2.2.3.11 Messung der Zellproliferation

Die Messung der Zellproliferation erfolgte anhand des Einbaus von *H-Thymidin in die DNA
von sich teilenden Zellen, wobei die inkorporierte Radioaktivitat als Mal fur die Proliferation
diente. Nach 48-stiindiger Inkubation der in einer 96-Loch-Kulturplatte unter den jeweiligen
Stimulationsbedingungen kultivierten Zellen wurden 150 ul ZellGiberstand abgenommen und fir
Zytokin-ELISAs verwendet. AnschlieBend wurden je 50 pl *H-Thymidin-Vollmedium (10
pCi/ml) zu den Zellen gegeben und diese bei 37 °C und 5 % CO, fur acht bis 16 Stunden
inkubiert. Die Zellen wurden danach mit Hilfe eines automatischen Zellerntegeréts (Micro Cell

Harvester) aus den Vertiefungen der Zellkulturplatte entnommen und auf einen Glasfaserfilter
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aufgebracht. Nach fiinfminttigem Trocknen des Filters in der Mikrowelle wurde dieser mit 5 ml
Szintillationsflissigkeit befeuchtet und in eine Plastikfolie eingeschweiflit. Die Messung der in
die DNA eingebauten Radioaktivitdt erfolgte mit einem b-Szintillationszahler. Die gemessene

Radioaktivitat wurde in Zerfallen pro Minute (cpm) angegeben.

2.2.3.12 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Mit Hilfe eines ELISAs kann die Konzentration einzelner in Losung befindlicher Proteine
bestimmt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Sandwich-ELISAs dazu verwendet, um die
Konzentration von Zytokinen (IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, 1L-12p70, 1L-18, IFN-g,
TNF-a) in Zelluberstanden und Sera zu quantifizieren. Die Detektion beruht darauf, dass das
Zytokin nach Bindung an einen immobilisierten Antikdrper durch einen zweiten Antikorper
nachgewiesen wird. Dabei ermdglichen die Biotinylierung des Detektions-Antikdrpers und die
nachfolgende Inkubation mit Streptavidin-HRP-Konjugat eine Signalverstarkung.

96-Loch-ELISA-Platten wurden tUber Nacht bei 4 °C mit dem jeweiligen Capture-Antikorper in
Coating-Puffer beschichtet (50 ul/Well). Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer wurden
freie Bindungsstellen durch eine zweistlindige Inkubation der Platten mit 200 pl Blockpuffer/
Vertiefung bei Raumtemperatur abgeséttigt. Es folgten drei Waschschritte mit Waschpuffer,
bevor 50 pl der Zelliiberstande zugegeben wurden. Fir jede Probe wurden jeweils Doppel- oder
Dreifachbestimmungen vorgenommen, um die Genauigkeit der Messung zu erhéhen. Auf jeder
Platte wurde zudem eine Verdiinnungsreihe eines externen Standards mitgefiihrt (jeweils
Doppelwerte). Nach zweistundiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen der
ELISA-Platte erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen und daraufhin mit je 50 pl des
biotinylierten Detektions-Antikdérpers inkubiert (verdinnt in 1x PBS mit 0.1 % BSA). Die Platte
wurde eine Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt und nach drei weiteren Waschvorgéngen
mit Waschpuffer das Streptavidin-HRP-Konjugat zugegeben (1:200 in 1x PBS mit 0.1 % BSA
verdiinnt). Nach halbsttindiger Inkubation bei Raumtemperatur und dreimaligem Waschen der
ELISA-Platte wurden 100 ul Farbsubstratlosung in jede Vertiefung pipettiert. Die durch die HRP
katalysierte Reaktion des farblosen Tetramethylbenzidins zu einem blauen Farbstoff wurde nach
fiinf bis zehn Minuten durch Zugabe von je 25 pl Stopp-Puffer beendet. Daraufhin wurde die
Absorption photometrisch bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen und anhand des

mitgeflihrten Standards die jeweilige Zytokin-Konzentration berechnet.
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2.2.3.13 Transfektion von eukaryontischen Zellen

Unter Transfektion versteht man das Einbringen von DNA in eukaryontische Zellen. Dabei
konnen die Zellen transient oder permanent (stabil) transfiziert werden. Wahrend es bei einer
stabilen Transfektion zur Integration der DNA ins Genom der Zielzelle kommt, wird die DNA
bei einer transienten Transfektion zwar in den Zellkern aufgenommen, jedoch nicht ins Genom
integriert und nach einigen Tagen abgebaut. Fir die stabile Transfektion eignet sich am besten
linearisierte DNA, da sie mit héherer Effizienz in das Genom integriert wird (Recillas-Targa,
2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden COS-1-Zellen transient mit Konstrukten transfiziert, die fur die
Transmembranproteine BTLA und HVEM codierten. Zudem wurden transiente Transfektionen
mit Konstrukten durchgefihrt, die fir BTLA-Ig codierten. Fir transiente Transfektionen unter
Testbedingungen wurde das Transfektionsreagenz FUGENE6® eingesetzt, wahrend die CaCl,-
Phosphat-Prazipitation als Methode angewandt wurde, um Zellen stabil zu transfizieren. Hierbei
wird die gereinigte DNA mit Calciumchlorid in Gegenwart von Phosphatpuffer vermischt. Der
entstehende Niederschlag aus Calciumphosphat und DNA wird dann tber Endozytose in das
Zellinnere aufgenommen. Zur transienten Transfektion mittels FUGENE wurden COS-1-Zellen
in einer 6-Loch-Zellkulturplatte kultiviert, bis sie etwa 70 % konfluent waren. Das Medium
wurde von den Zellen abgesaugt und durch 2 ml frisches Vollmedium ersetzt. Der
Transfektionsansatz enthielt 100 pl RPMI-Medium, 4 pl FUGENEG-Reagenz sowie 1 pg DNA.
Die Transfektion wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach halbstindiger Inkubation
des Transfektionsansatzes bei Raumtemperatur wurde dieser zu den COS-1-Zellen zugegeben
und diese anschlieBend fir 24 bzw. 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Der Erfolg der
Transfektion wurde durch eine FACS-Férbung Gberpruft.

Um groRere Mengen des BTLA-Ig-Fusionsproteins herzustellen, wurden CHO-Zellen stabil
nach der CaCl,-Phosphat-Methode transfiziert (Chen et al., 1987). Die Transfektion erfolgte in
6-Loch-Zellkulturplatten, sobald die CHO-Zellen eine Konfluenz von 70 % erreicht hatten. Vor
Beginn der Transfektion wurde ein Mediumwechsel mit 2 ml frischem IMDM-Vollmedium
durchgefihrt. Zur Herstellung des Prazipitats wurden 110 pl des zu transfizierenden Plasmids
(40 pg/ml) sowie 125 pl 2x HBS in einem Eppendorfgefal vorgelegt und langsam 16 ul CaCl,
(2 M) zugetropft. Das dabei entstandene Prazipitat blieb 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen,
bevor der Transfektionsansatz auf die Zellen pipettiert wurde. Nach Inkubation Uber Nacht bei
37 °C und 10 % CO, wurden die CHO-Zellen trypsiniert und in RPMI-Vollmedium ausverdinnt,

dem das Selektionsantibiotikum G418 zugesetzt war.
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2.2.3.14 Durchflusszytometrische Analyse (FACS-Farbung)

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass die zu analysierenden Zellen einzeln in
Tropfchenform an einem Laserstrahl vorbeigeleitet werden und Photomultiplikatoren bei diesem
Vorgang die Streuung des Laserlichts detektieren. Die VVorwartsstreuung korreliert dabei mit der
GroRe der Zellen, wéhrend die seitliche Streuung ein Mal} fur die Granularitat der Zellen
darstellt. Dartiber hinaus kénnen die Zellen auf die Expression von Oberflachenproteinen, aber
auch intrazellularen Proteinen untersucht werden, wenn diese durch Fluoreszenzfarbstoff-
konjugierte Antikorper markiert sind. Die gebrduchlichsten Fluorochrome sind Phycoerythrin
(PE), Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) und Allophycocyanin (APC). Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Durchflusszytometrie dazu genutzt, Zellpopulationen in Milz, Leber und Gehirn von
P. berghei ANKA- bzw. P. yoelii-infizierten M&usen zu identifizieren und die Expression von
Aktivierungsmarkern auf T-Zellen im Verlauf der Infektionen zu analysieren. Daruber hinaus
wurden intrazellulare Farbungen durchgefiihrt, um regulatorische T-Zellen (T.g) anhand der
Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 zu identifizieren und BTLA-Ig-Fusionsprotein im
Inneren von transfizierten CHO-Zellen nachzuweisen. Zum Waschen der Zellen (je 2 ml pro
Probe und Waschvorgang) und zum Ansetzen der jeweiligen Antikérper-Verdinnungen wurde
FACS-Puffer verwendet. Abhangig von der jeweiligen Farbung wurden 1 * 10° bis 5* 10° Zellen
pro Farbung eingesetzt und durch Zentrifugation pelletiert. Fur die Farbung von Oberflachen-
proteinen wurden die Zellen in 100 pl Fc-Blockierungslésung resuspendiert, um unspezifische
Antikorperbindung zu vermeiden. Nach zehnminutiger Inkubation der Zellen bei 4 °C wurden
die FITC-, PE-, PerCP- bzw. APC-konjugierten Primarantikorper anti-CD4 (1:400), anti-CD8a
(1:100), anti-CD19 (1:100), anti-CD25 (1:50), anti-CD45 (1:400), anti-CD62L (1:200) bzw. anti-
CD69 (1:100) oder Isotyp-Kontrollantikorper in ihrer jeweiligen Verdiinnung zugegeben und der
Ansatz 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Zur Analyse der BTLA-Expression wurde Anti-BTLA-
Antikorper (PE-konjugiert, 1:100) eingesetzt. Mehrfachfarbungen mit Fluorochrom-konjugierten
Priméarantikdrpern wurden durchgefihrt, indem die Antikorper in ihrer jeweiligen Verdiinnung in
einem gemeinsamen Ansatz auf die Zellen pipettiert wurden. Nach dem Waschen mit FACS-
Puffer wurden die Zellen dann direkt durch Resuspendieren in 1x PBS mit 1 % PFA fixiert. Bei
Farbungen mit unmarkierten Primérantikérpern wurden die Zellen vor der Fixierung noch 30
Minuten mit dem jeweiligen Sekundérantikorper inkubiert. Nach der Fixierung wurden die
Proben bis zur Analyse im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt. Bei jedem Experiment wurden zudem

Farbungen mit Isotyp-Kontrollantikdrpern durchgefuhrt, um das Ausmal einer unspezifischen
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Antikdrperbindung beurteilen zu kénnen. Die Aufnahme und Auswertung der Daten erfolgte mit

Hilfe des FACScalibur Flow Cytometers sowie dem Programm Cell Quest.

Fur die intrazellulare Farbung von Foxp3 wurde das Foxp3-PE Staining Kit nach den Angaben
des Herstellers verwendet. Es wurden jeweils 2-3 * 10° Zellen pro Farbung eingesetzt. Vor der
intrazellularen Féarbung mit dem anti-Foxp3-Antikorper wurden die auf der Zelloberflache
exprimierten Proteine CD4 und CD25 geféarbt. Nach dem Waschen mit FACS-Puffer wurden die
Zellen Gber Nacht mit Fixierungs/Permeabilisierungs-Losung permeabilisiert. Nach einmaligem
Waschen der Zellen mit Permeabilisierungs-Puffer wurden diese eine halbe Stunde mit 0.5 ug
Anti-Foxp3-Antikorper inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen zweimal mit Permeabilisierungs-
Puffer gewaschen, in FACS-Puffer aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert. Zur
intrazellularen Farbung des BTLA-Ig-Fusionsmolekils in transfizierten CHO-Zellen wurden
diese zunéchst durch Zentrifugation pelletiert (5 min, 1200 rpm, 4 °C), bevor sie durch Zugabe
von 100 pl Cytofix/Cytoperm® permeabilisiert wurden. Nach zehnminiitiger Inkubation bei 4 °C
wurden die Zellen einmal in 1 ml 1x Cytoperm/Wash® gewaschen und mit 1 ml 1x Cytoperm/
Wash 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen abzentrifugiert und 100 pl
1x Cytoperm/Wash sowie 10 pl Mausserum zur Blockierung unspezifischer Antikérperbindung
zugegeben. Dann wurde PE-konjugierter Anti-human-lgG-Antikorper zupipettiert (1:100 in 1x
Cytoperm/Wash verdiinnt) und der Ansatz 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Es folgte ein erneuter
Waschschritt mit 1 ml Cytoperm/Wash, bevor die Proben zweimal mit je 2 ml FACS-Puffer
gewaschen wurden. Die Zellen wurden durch Resuspendieren in 300 pl 1x PBS mit 1 % PFA

fixiert und bis zur durchflusszytometrischen Analyse im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt.

2.2.3.15 Zytospin

Durch einen Zytospin kénnen Zellen auf einem Objekttrager fixiert werden. Zur Analyse der
CTLA-4-Expression im Verlauf einer P. yoelii-Infektion wurden Milzzellen am Tag 6 nach der
Infektion prapariert, mit RPMI-Medium gewaschen und in einer Zahl von 1 * 10° Zellen/ml in
RPMI-Medium aufgenommen. In der Zwischenzeit wurde die Zytospin-Kammer vorbereitet, bei
der es sich um einen Objekttrager handelt, auf dem eine Probenkammer fixiert ist. Zwischen
Obijekttrager und Kammer befindet sich saugfahiges Papier, das in der Mitte einen kreisrunden
Ausschnitt von ca. 1 cm Durchmesser aufweist. Die Zellsuspension wurde in die Probenkammer
pipettiert und zehn Minuten bei 600 rpm zentrifugiert, um die Zellen auf den Objekttrager
aufzubringen. Die auf dem Objekttrager befindlichen Zellen wurden anschliefend durch

einmindtige Inkubation in Aceton fixiert. Zur intrazellularen Farbung von CTLA-4 wurden die
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Zytospins 30 Minuten mit 50 ul Alexa568-konjugiertem anti-CTLA-4-Antikorper inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen der Zytospins in 1x PBS (je finf Minuten) folgte eine Inkubation
mit Alexa488-konjugiertem anti-CD4- bzw. FITC-konjugiertem anti-CD8-Antikorper (jeweils
1:50 verdinnt in 1x PBS). Nach erneutem Waschen der Zytospins wurde die Anzahl der
CD4'CTLA-4" und CD8'CTLA-4" T-Zellen pro Gesichtsfeld im Verhaltnis zur Gesamtzahl an

T-Zellen im Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt.

2.2.3.16 Anreicherung von Zellen durch magnetische Zellsortierung (MACS)

Die magnetische Zellsortierung (MACS) stellt eine Methode dar, mit deren Hilfe Zellen
angereichert werden konnen, die bestimmte Oberflachenproteine aufweisen. Auf diese Weise
konnen aber auch Zellen anhand ihrer spezifischen Oberflachenmarker depletiert werden
(negative Selektion). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die magnetische Zellsortierung angewandt,
um CD4" T-Zellen und CD4"CD25" T-Zellen (Treg) aus der Milz von Mausen zu isolieren. Diese
wurden anschlieend mit anti-CD3 in Gegenwart des BTLA-Ig-Fusionsmolekils stimuliert. Zur
Isolierung von Ty wurde das CD4"CD25" Regulatory T cell Isolation Kit verwendet, wobei die
Durchfiihrung nach Herstellerangaben erfolgte. Zur Entfernung der Gbrigen Milzzellen dient die
Inkubation der Zellen in einer Mischung verschiedener biotinylierter Antikorper (gegen die
Oberflachenmolekiile CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123 und Glycophorin A gerichtet),
wodurch es im nachfolgenden Schritt zur Bindung markierter Zellen an magnetische Partikel
Uber daran gekoppelte Anti-Biotin-Antikdrper kommt. Mit Hilfe eines Magneten und spezieller
Saulen koénnen die unmarkierten T-Zellen in MACS-Puffer eluiert werden, wéhrend die an die
Metallpartikel gebundenen restlichen Milzzellen zurlickgehalten und dadurch abgetrennt werden.
Die Anreicherung von Ty erfolgt im nachsten Schritt durch Markierung der CD4*CD25" T-
Zellen mit einem PE-konjugierten anti-CD25-Antikorper und nachfolgende Bindung der Zellen
an anti-PE-Microbeads. Nach der Isolierung von CD4" bzw. CD4"CD25" T-Zellen wurden diese
zweimal mit RPMI-Medium gewaschen, in 10 ml Vollmedium resuspendiert, gezahlt und danach
fiir in vitro-Tests eingesetzt.

2.2.3.17 Herstellung von Gefrierschnitten

Auf Gewebeschnitten kann die Struktur von Organen, die Anordnung bestimmter Zelltypen in
den Organen sowie die Lokalisation von Organellen oder Proteinen innerhalb von Zellen
untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Gefrierschnitte von Gehirn und Leber von

uninfizierten Méusen sowie P. berghei ANKA-infizierten Méusen (nach Behandlung mit anti-
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BTLA- oder Kontroll-AK) angefertigt, um Vergleiche hinsichtlich der Zellinfiltration in diese
Organe im Verlauf der Infektion anzustellen. Dabei wurden Gefrierschnitte angefertigt, da sie
sich im Vergleich zu Paraffinschnitten besser fur immunhistologische Farbungen eignen. Nach
der Entnahme von Gehirn bzw. Leber wurden Teile der Organe in Einbettrohrchen Gberfihrt, mit
Einbettmedium Uberschichtet, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert. Mit
Hilfe eines Kryostaten (Frigocut 2700) wurden 5-8 um dicke Schnitte hergestellt und auf einen
silanisierten Objekttrédger Gberfiihrt. Die Schnitte wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet, eine Minute in Aceton fixiert und tiber mehrere Stunden getrocknet. Bis zur Farbung

wurden die Gefrierschnitte bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.3.18 Immunhistochemische Farbungen

Nach dem Auftauen der bei -20 °C aufbewahrten Gefrierschnitte wurden diese zur Vermeidung
unspezifischer Antikdrperbindung mit 50 pl Cohn-11-Lésung 15 Minuten bei Raumtemperatur
blockiert. AnschlieBend wurden die T-Zellen in den Gefrierschnitten der Leber durch die Zugabe
von 50 pl der jeweiligen FITC-konjugierten Antikdrper (anti-CD4 bzw. anti-CD8a, jeweils 1:50
in Cohn-Il verdlnnt) gefarbt. Nach Zugabe des Primarantikorpers wurden die Schnitte in eine
feuchte Kammer gelegt und eine halbe Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln stehen gelassen.
Es folgten zwei funfminitige Waschschritte mit 1x PBS, bevor zur Signalverstarkung 100 pl
eines Alexa-Fluor488-konjugierten anti-FITC-Antikdrpers zugegeben wurden (1:1000 in 1x PBS
verdinnt). Zur Farbung der Zellkerne wurde DAPI-Stammlésung (1:1000 in 1x PBS verdinnt)
verwendet. Die mit einem Deckglaschen abgedeckten Schnitte wurden im Fluoreszenzmikroskop

betrachtet und zur Dokumentation fotografiert.

Gefrierschnitte des Gehirns wurden nach dem Blockieren mit Cohn-llI-Ldsung im ersten
Farbeschritt mit unmarkiertem Hamster-anti-ICAM-I- und biotinyliertem anti-CD31-Antikdrper
inkubiert (1:25 bzw. 1:200 verdinnt in Cohn-Il). Nach zweimaligem Waschen mit 1x PBS
(jeweils funf Minuten) wurde im zweiten Férbeschritt mit Alexa-Fluor488-konjugiertem anti-
CD8a-Antikorper (1:100), anti-Hamster-TRITC (fir ICAM-1-Féarbung, 1:800), Streptavidin-Cy5
(fir CD31-Féarbung, 1:500) und DAPI-Stammldsung (1:2000) gefarbt. Nach zweimaligem
Waschen mit 1x PBS wurden die Schnitte nach Abdeckung durch ein Deckglaschen im

Fluoreszenzmikroskop betrachtet.
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2.2.4 Tierversuche

2.2.4.1 Infektion von Mausen mit Plasmodium berghei ANKA

Um den Effekt des anti-BTLA-Antikorpers 6A6 bzw. des BTLA-Ig-Fusionsproteins auf den
Verlauf der murinen Malaria zu analysieren, wurden 200 pg anti-BTLA- oder 200 pg Kontroll-
Antikorper bzw. 20 pg BTLA-Ig einen Tag vor der Infektion in 6-10 Wochen alte C57BL/6-
Maéuse intraperitoneal injiziert. Am darauf folgenden Tag wurden die Mduse i.p. mit P. berghei
ANKA-Stabilat infiziert. Zur Herstellung des Stabilats wurde eine Balb/c-Maus mit P. berghei-
Sporozoiten infiziert, die frisch aus den Speicheldrisen von Anopheles stephensi-Micken
prapariert worden waren (wurden zur Verfugung gestellt von Dr. V. Heussler, BNI Hamburg).
Die Sporozoiten wurden dabei 20 bis 25 Tage nach Infektion der Mucken herausprépariert.
Wenn die P. berghei ANKA-infizierte Maus eine Parasitdmie von 10-15 % aufwies, wurde sie
mit Forene® narkotisiert und Blut durch Kardialpunktion entnommen. Je 4 * 10’ Plasmodium-
infizierte Erythrozyten wurden dann in 250 pl einer 0.9 %igen NaCl-Lésung aufgenommen.
Nach Zugabe des gleichen Volumens an Einfriermedium wurden Aliquots von je 250 ul in
fliissigem Stickstoff eingefroren. Vor der Infektion wurde die Zellzahl mit 1x PBS auf 1.0 * 10’
infizierte Erythrozyten/ml eingestellt, woraufhin 100 pl der Lésung (also je 1.0 * 10° infizierte
Erythrozyten pro Maus) i.p. injiziert wurden. Sechs Tage nach der Infektion wurden erstmals
Ausstriche aus Schwanzblut erstellt, um die Parasitdmie zu bestimmen. Dazu wurden die
Blutausstriche mit Wright's stain-Ldsung geféarbt, und die Zahl der infizierten Erythrozyten
wurde mikroskopisch bestimmt. Die Parasitdmie wird dabei als prozentualer Anteil der

infizierten Erythrozyten an der Gesamtzahl an Erythrozyten angegeben.

Die Infektion von C57BL/6-Mé&usen mit P. berghei ANKA stellt ein Modell dar, das einige
Charakteristika der zerebralen Malaria beim Menschen aufweist. Vergleichbar zur humanen CM
kommt es ebenfalls zur Sequestration von infizierten Erythrozyten, aber auch von Leukozyten an
das Hirnendothel, was zu neurologischen Schadigungen (Ataxien, Konvulsionen, Koma) und
schliellich zum Tod der betroffenen Mause fiihrt. Um Effekte des anti-BTLA-Antikorpers 6A6
bzw. des BTLA-Ig-Fusionsproteins auf die Inzidenz der CM zu untersuchen, wurden P. berghei
ANKA-infizierte Mduse taglich auf neurologische Symptome (verminderte Reflexe, Ataxie,
Koma) hin beobachtet. Beim Auftreten von CM wurde die Maus get6tet, um unnétiges Leiden

ZuU vermeiden.
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2.2.4.2 Infektion von Mausen mit Plasmodium yoelii (Py17NL und Py-lethal)

Wahrend eine Infektion von Mausen mit P. berghei ANKA in jedem Fall tédlich verlauft, weil
die Méuse entweder an zerebraler Malaria oder unkontrollierter Parasitdmie versterben, lauft
eine Infektion mit P. yoelii 17NL (Py17NL) in der Regel nicht todlich ab. Die Immunantwort
fihrt zur Kontrolle der Parasitdmie und schlieBlich zur Beseitigung Pyl7NL-infizierter
Erythrozyten. Um den Effekt einer CTLA-4-Blockade auf den Verlauf einer Pyl17NL-Infektion
zu untersuchen, wurde 6-10 Wochen alten Balb/c-Mé&usen 500 pg anti-CTLA-4-Antikorper oder
die gleiche Menge Kontroll-Antikorper i.p. injiziert. Einige Stunden spéter erfolgte die Py17NL-
Infektion durch Injektion von Stabilat, wobei jeder Maus 5 * 10° infizierte Erythrozyten i.p.
injiziert wurden. Eine zuféllig bei der in vivo-Mauspassage auftretende Py17NL-Variante wurde
Py-lethal genannt, da sie durch einen schnelleren Anstieg der Parasitdmie und héhere Letaliltat
gekennzeichnet war (reproduzierbar ca. 30 % Letalitat in Balb/c-M&usen). Stabilat der Variante
Py-lethal wurde ebenfalls in flissigem Stickstoff eingefroren und zur Infektion von Balb/c-
Mausen verwendet. In regelmaRigen Abstdnden nach der Infektion mit Pyl17NL bzw. Py-lethal
wurden zur Bestimmung der Parasitamie Ausstriche aus Schwanzblut mit Wright’s stain gefarbt.
Das Uberleben der Mause wurde taglich beobachtet, wobei Mause mit einer Parasitamie >80 %,

komatdse oder moribunde Mduse getdtet wurden.

2.2.5 Statistik

Sofern im Ergebnisteil der Arbeit nicht anders angegeben, wurde zur statistischen Auswertung
der Experimente Student’s t-test angewandt. ANOVA diente zur Analyse von Experimenten, bel
denen mehr als zwei Gruppen an Méusen (z.B. bei der Analyse von Parasitdmien) miteinander
verglichen wurden. Zur statistischen Auswertung von Kaplan-Meier-Uberlebenskurven diente
der Log-Rank-Test. Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm GraphPad Prism

durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

Der Ergebnisteil dieser Arbeit ist in zwei Teile gegliedert. Im ersten Teil der Arbeit wird der
Einfluss der Blockade des Koinhibitors CTLA-4 auf die Immunantwort im Verlauf der Infektion
mit verschiedenen P. yoelii-Stdmmen beschrieben. Der zweite Teil ist der Untersuchung der
Funktion des Koinhibitors BTLA bei der T-Zellregulation im Verlauf der P. berghei ANKA-

Infektion gewidmet.

3.1 Die Funktion von CTLA-4 bei der T-Zellregulation im Verlauf der P. yoelii-Infektion

Der Effekt der Blockade des Koinhibitors CTLA-4 auf den Verlauf der PbA-Infektion wurde
bereits untersucht (Jacobs et al., 2002). Die Applikation eines blockierenden Anti-CTLA-4-
Antikorpers fuhrte dabei zu einer Steigerung der Inzidenz an CM. Gleichzeitig kam es nach der
Blockade von CTLA-4 zu einer verstarkten Leberpathologie (Jacobs et al., 2004). Im Rahmen
dieser Arbeit sollte der Einfluss der CTLA-4-Blockade auf den Verlauf der murinen P. yoelii-
Infektion untersucht werden. Im Gegensatz zur PbA-Infektion, die eine polarisierte Ty1-Antwort
auslost, ist eine P. yoelii-Infektion durch die regulierte Freisetzung von Tyl- und Ty2-Zytokinen
gekennzeichnet (Omer et al., 2003). Fur die in vivo-Blockade von CTLA-4 wurde ein von Prof.
Dr. Jeffrey Bluestone zur Verfugung gestellter Anti-CTLA-4-Antikorper (4F10) verwendet, der
die Interaktion von CTLA-4 mit B7-Molekulen blockiert (Walunas et al., 1998).

3.1.1 Induktion von CTLA-4 im Verlauf der P. yoelii-Infektionen

CTLA-4 stellt ein koinhibitorisches Molekul dar, das in naiven T-Zellen nicht exprimiert wird
und erst im Verlauf der T-Zellaktivierung induziert wird (Egen et al., 2002). Die Induktion von
CTLA-4 in der murinen PbA-Infektion wurde in friiheren Arbeiten bereits nachgewiesen (Jacobs
et al., 2002). Im Gegensatz zur PbA-Infektion verursacht die Infektion mit dem P. yoelii-Stamm
Py17NL einen nicht-letalen Krankheitsverlauf mit einer transienten Parasitdmie (Langhorne et
al., 2002). Zellulare und humorale Immunantwort sind an der Beseitigung Parasiten-infizierter
Erythrozyten beteiligt, so dass etwa drei Wochen nach Beginn der Infektion keine Parasiten
mehr im Blut vorhanden sind. Eine spontan bei der in vivo-Mauspassage auftretende Py17NL-
Variante wurde Py-lethal genannt, da die Infektion mit dieser Variante zu einem schnelleren
Anstieg der Parasitdmie flhrte und reproduzierbar ca. 30 % der infizierten Balb/c-Mduse an

unkontrolliert ansteigender Parasitdmie verstarben. Zur Untersuchung der CTLA-4-Expression
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im Verlauf der Infektion mit Pyl7NL und Py-lethal wurden Zytospins muriner Milzzellen am
Tag 6 p.i. erstellt und CTLA-4 zusammen mit den T-Zellmarkern CD4 bzw. CD8 gefarbt (Abb.
3.1). Dabei wurde CTLA-4 intrazellular gefarbt, weil es nur kurzzeitig auf der Oberflache
aktivierter T-Zellen exprimiert wird und zu einem Grofteil intrazelluldr in Vesikeln gespeichert
wird. Sowohl nach Infektion mit dem nicht-letalen P. yoelii-Stamm Py17NL (Abb. 3.1 A) als
auch mit der virulenteren Variante Py-lethal (Abb. 3.1 B) exprimierten am Tag 6 p.i. etwa 25 %
der CD4" T-Zellen CTLA-4, wihrend in uninfizierten Balb/c-Mausen keine CTLA-4-Expression
auf CD4" T-Zellen detektiert wurde. Die Applikation des Anti-CTLA-4-Antikorpers 4F10 vor
der P. yoelii-Infektion hatte keine verédnderte CTLA-4-Expression zur Folge, was die Depletion
von CD4"CTLA-4" T-Zellen durch anti-CTLA-4 4F10 ausschlieRt. Im Gegensatz zur Induktion
von CTLA-4 auf den CD4" T-Zellen fand im Verlauf der Py17NL- und Py-lethal-Infektion keine
Induktion auf CD8" T-Zellen statt.
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Abb. 3.1: Induktion der CTLA-4-Expression im Verlauf der P. yoelii-Infektionen

500 ug anti-CTLA-4 (4F10) bzw. Kontroll-Antikérper wurden Balb/c-Mausen i.p. injiziert und diese am
gleichen Tag mit Py17NL- oder Py-lethal-Stabilat (je 5*10° infizierte Erythrozyten) infiziert. Am Tag 6 p.i.
wurde der Anteil an CTLA" T-Zellen auf Zytospins von Milzzellen gemessen. Es wurde eine intrazellulare
Féarbung mit anti-CTLA-4 (Alexa568-konjugiert) durchgefiihrt, gefolgt von einer Farbung mit Anti-CD4-
bzw. Anti-CD8-Antikorper (Alexa488- bzw. FITC-konjugiert). Der Anteil der CTLA-4" Zellen an CD4"
und CD8" T-Zellen nach Infektion mit Py17NL (A) oder Py-lethal (B) ist aufgetragen (jeweils Mittelwerte +
SEM). Dargestellt ist die Zusammenfassung von drei Experimenten. Die Berechnung der Signifikanz
erfolgte mit Student’s t-test (unpaired, two-tailed).
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CTLA-4 wird zwar im Verlauf der T-Zellaktivierung exprimiert, stellt gleichzeitig jedoch auch
einen Marker fur regulatorische T-Zellen dar, auf deren Oberflache es konstitutiv exprimiert
wird (Sansom et al., 2006). Um zu uberprifen, ob T an der im Verlauf der P. yoelii-Infektion
beobachteten Induktion von CTLA-4 auf CD4" T-Zellen beteiligt waren, wurde in der Milz von
Py17NL- und Py-lethal-infizierten Balb/c-Mé&usen der T-Marker Foxp3 gefarbt (Abb. 3.2). Im
Vergleich zu uninfizierten Balb/c-Mausen war der prozentuale Anteil der CD4*CD25 Foxp3*
Treg in der P. yoelii-Infektion unverandert (ca. 8 % der CD4" T-Zellen waren CD25"Foxp3*). Bei
Applikation von anti-CTLA-4 4F10 am Tag -1 wurde ebenfalls keine Veranderung des Anteils
der Treg an den Milzzellen gemessen (Daten nicht dargestellt). Somit bewirkte die Behandlung
der Mause mit anti-CTLA-4 keine Depletion der CTLA-4" Tyeq. Da der Anteil an Teq im Verlauf
der P. yoelii-Infektionen unverandert blieb, CTLA-4 aber auf 25 % der CD4" T-Zellen induziert

wurde, beruhte diese Induktion auf der Expression von CTLA-4 auf aktivierten T-Effektorzellen.
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Abb. 3.2: Keine Veranderung des Anteils an T im Verlauf der Infektion mit Py17NL bzw. Py-lethal

Der Anteil an T in der Milz wurde am Tag 6 nach Infektion mit Py17NL oder Py-lethal anhand der
Expression des spezifischen Markers Foxp3 analysiert. Dazu wurde auf CD4" T-Zellen gegated und der
Anteil an T4 durch eine Koférbung mit anti-CD25 und anti-Foxp3 detektiert. Als Kontrolle dienten
Milzzellen aus uninfizierten Mausen. Ein reprasentatives von drei Experimenten ist dargestellt.
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3.1.2 Einfluss der CTLA-4-Blockade auf Parasitamie und Uberleben

Um den Einfluss der CTLA-4-Blockade auf den klinischen Verlauf der Infektion mit Py17NL
und Py-lethal zu untersuchen, wurden die Parasitdmien in den mit anti-CTLA-4 bzw. Hamster-
IgG behandelten M&usen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion bestimmt (Abb. 3.3 A
und B). Die Dosis von 500 pg anti-CTLA-4 wurde dabei entsprechend der CTLA-4-Blockade in
der PbA-Infektion gewahlt (Jacobs et al., 2002). Die Behandlung mit anti-CTLA-4 4F10 fuhrte
in der Pyl7NL-Infektion zu einer signifikant reduzierten Parasitamie von Tag 12 p.i. an (Abb.
3.3 A). Dabei wurde die maximale Parasitdmie am Tag 12 p.i. gemessen (anti-CTLA-4: 19.3 +
3.8 % vs. Hamster-1gG: 36.5 + 5.4 %). Zudem waren im Blut der mit anti-CTLA-4 behandelten
Mause etwa ab dem Tag 17 p.i. keine infizierten Erythrozyten mehr nachweisbar, wéahrend die
Kontrollgruppe erst zwei bis fiinf Tage parasitenfrei war. Beim Uberleben ergaben sich keine
Unterschiede zwischen den beiden Mausgruppen, da Py17NL einen P. yoelii-Stamm darstellt,
der eine nicht-letale Infektion ausldst (Abb. 3.3 C). Balb/c-Mause, deren Parasitdmie tber 80 %
lag, die starken Gewichtsverlust aufwiesen oder moribund waren, wurden getétet, um unnétiges
Leiden zu vermeiden, so dass die Uberlebensrate <100 % war. Eine Anti-CTLA-4-Behandlung
vor der Pyl7NL-Infektion bewirkte somit eine Verkirzung der Krankheitsdauer, ohne das
Uberleben der Mause zu beeinflussen. Jedoch war die Behandlung der Mause vor der Infektion
erforderlich, weil die Applikation von anti-CTLA-4 am Tag 3 oder 5 p.i. keinen Einfluss auf den
Verlauf der Parasitamie hatte (Daten nicht dargestellt). Daraus ergibt sich, dass die CTLA-4-

Blockade bereits wéhrend des Primings der T-Zellen notwendig ist.

Die Variante Py-lethal entstand spontan bei der in vivo-Mauspassage von Py17NL und flhrte bei
der Infektion von Balb/c-M&usen zu einem schnelleren Anstieg der Parasitdmie und zu hoherer
Letalitat (Abb. 3.3 B und D). Die maximale Parasitdmie im Verlauf der Infektion mit Py-lethal
wurde am Tag 12 p.i. erreicht (durchschnittlich etwa 50 % infizierte Erythrozyten). Die
Blockade von CTLA-4 hatte im Gegensatz zur Pyl7NL-Infektion keinen Einfluss auf den
Verlauf der Parasitdmie (Abb. 3.3 B). Jedoch fiihrte die Applikation von anti-CTLA-4 4F10 zu
einer signifikant hoheren Letalitat, die von 30 % in der Kontrollgruppe auf 70 % nach CTLA-4-
Blockade anstieg (Abb. 3.3 D). Wahrend die anti-CTLA-4-Behandlung also in der nicht-letalen
Py17NL-Infektion die Parasitamie verringerte und die Krankheitsdauer verkirzte, l6ste sie in der

virulenteren Py-lethal-Infektion eine hohere Letalitat ohne Beeinflussung der Parasitdmie aus.
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Abb. 3.3: Einfluss der CTLA-4-Blockade auf Parasitimie und Uberleben in P. yoelii-Infektionen

500 pg anti-CTLA-4 (4F10) bzw. Kontroll-Antikérper wurden Balb/c-Mdusen i.p. injiziert und diese am
gleichen Tag i.p. mit Py17NL- bzw. Py-lethal-Stabilat (je 5*10° infizierte Erythrozyten) infiziert. Die
Parasitdmien nach Infektion mit Py17NL (A) und Py-lethal (B) wurden bestimmt. Drei unabhdngige
Experimente sind zusammenfassend dargestellt (Mittelwerte + SEM). Die Signifikanz wurde mit dem
Student’s t-test (unpaired, one-tailed) berechnet. Da M&use im Verlauf der Infektion verstarben, basieren
die Parasitdmien am Tag 7, 12, 17 und 20 p.i. auf einer geringeren Zahl an Messwerten. Das Uberleben
der Mduse nach Infektion mit Py17NL (C) und Py-lethal (D) wurde taglich beobachtet. Mause, deren
Parasitdmie >80 % betrug, die starken Gewichtsverlust aufwiesen oder moribund waren, wurden getotet.
Der Log-Rank Test wurde angewandt, um die Uberlebenskurven der Mause nach Behandlung mit anti-
CTLA-4 und Kontroll-Antikorper zu vergleichen.
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3.1.3 Einfluss der CTLA-4-Blockade auf klinische Parameter

Um die Ursache flr die hohere Letalitat der Py-lethal-infizierten Balb/c-Mause nach CTLA-4-
Blockade zu untersuchen, wurden als zusétzliche klinische Parameter das Gewicht sowie die
Transaminasen der Leber gemessen. Dabei wurde am Tag 5 nach der Infektion mit Py-lethal ein
deutlicher Gewichtsverlust in den anti-CTLA-4-behandelten Mdusen beobachtet, der in der
Py17NL-Infektion und auch der Py-lethal-infizierten Kontrollgruppe fehlte (Abb. 3.4 A).
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Abb. 3.4: Einfluss der CTLA-4-Blockade auf den klinischen Verlauf der P. yoelii-Infektionen

500 pg anti-CTLA-4 (4F10) bzw. Kontroll-Antikdrper wurden Balb/c-Mdusen i.p. injiziert und diese
am gleichen Tag i.p. mit Py17NL- bzw. Py-lethal-Stabilat (je 5*10° infizierte Erythrozyten) infiziert.
Das Kdrpergewicht der infizierten Mause wurde am Tag 5 p.i. bestimmt und auf das Gewicht vor der
Infektion bezogen (A). Das Leberenzym Alanin-Aminotransferase (ALT) wurde am Tag 6 p.i. in den
Sera der Mduse bestimmt (B). Dargestellt sind jeweils Mittelwerte + SEM. Die Signifikanz wurde mit
Student’s t-test (unpaired, one-tailed) berechnet. Nach CTLA-4-Blockade zeigten Mduse im Verlauf der
Infektion mit Py-lethal ausgepréagte klinische Symptome (starke Gewichtsabnahme, Leberpathologie).
Am Tag 6 p.i. wiesen Méuse nach Behandlung mit anti-CTLA-4 (C) zudem ein struppigeres Fell auf als
die Méuse der Kontrollgruppe (D).
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Nach der CTLA-4-Blockade war zudem ein fulminanter Anstieg der Serumkonzentration der
Alanin-Aminotransferase (ALT) am Tag 6 nach Infektion mit Py-lethal bis auf 5000 U/I
messbar, der auf eine schwere Leberpathologie hindeutete (Abb. 3.4 B). Dagegen betrug die
Konzentration der ALT im Serum von uninfizierten Méusen ca. 30 U/l und stieg im Verlauf der
Py17NL-Infektion in der Kontrollgruppe nur geringfiigig an. Der Anstieg war ausgepragter nach
der CTLA-4-Blockade, ohne dass jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied messbar war.
Wahrend die CTLA-4-Blockade somit im Verlauf der Py17NL-Infektion keine Leberschadigung
ausloste, induzierte sie bei der Py-lethal-Infektion eine schwere Leberpathologie. Vergleichbare
Ergebnisse wurden fur die Aspartat-Aminotransferase (AST) erhalten, deren Konzentration im
Serum nach Behandlung mit anti-CTLA-4 am Tag 6 nach Py-lethal-Infektion ebenfalls stark
anstieg. Die durch eine CTLA-4-Blockade verstéarkten klinischen Symptome im Verlauf der Py-
lethal-Infektion zeigten sich auch an Aussehen und Aktivitat der Méuse. So wiesen die Mé&use
der mit anti-CTLA-4 behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe ein struppigeres Fell
auf und zeigten eine reduzierte Motilitat (Abb. 3.4 C und D).

3.1.4 Verstarkte T-Zellaktivierung nach der CTLA-4-Blockade

Die Ligation von CTLA-4 auf aktivierten T-Zellen durch B7-Molekile fihrt zur Inhibition der
CTLA-4" T-Zellen, die durch eine Blockade von CTLA-4 verhindert wird. Um den Effekt der
CTLA-4-Blockade auf die T-Zellaktivierung im Verlauf der P. yoelii-Infektionen néher zu
untersuchen, wurde am Tag 6 p.i. der Anteil der aktivierten CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl an
CD4" T-Zellen in der Milz gemessen (Abb. 3.5 A und B). Es wurden nur Aktivierungsmarker
auf CD4" T-Zellen gemessen, da CTLA-4 im Verlauf der P. yoelii-Infektion nur auf dieser T-
Zellsubpopulation induziert wurde (vgl. Abb. 3.1). Dabei zeigte sich, dass bei der Py17NL- und
Py-lethal-Infektion nach der CTLA-4-Blockade ein groRerer Anteil der CD4" T-Zellen einen
aktivierten Phanotyp (CD25*, CD62L"*"¢ CD69") aufwies. Der Effekt der CTLA-4-Blockade
auf die T-Zellaktivierung begann dabei an Tag 4 p.i., war am Tag 6 p.i. am starksten ausgepréagt
und ging ab Tag 7 p.i. zurlck (Daten nicht dargestellt). Im Verlauf der Pyl17NL-Infektion war
jedoch nicht nur der Anteil der aktivierten CD4" T-Zellen nach Applikation von anti-CTLA-4
gesteigert, sondern auch der Anteil aller CD4" T-Zellen an den Milzzellen (Abb. 3.5 C).
Zusammenfassend fiihrte die CTLA-4-Blockade zu einem héheren Anteil an CD4" T-Zellen in
der Milz, von denen im Vergleich zur Kontrollgruppe zudem ein groRerer Teil aktiviert war.
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Abb. 3.5: Gesteigerte Aktivierung der CD4" T-Zellen nach der CTLA-4-Blockade

500 pg anti-CTLA-4 (4F10) bzw. Kontroll-Antikérper wurden Balb/c-Mé&usen i.p. injiziert und diese am
gleichen Tag i.p. mit Py17NL- bzw. Py-lethal-Stabilat (je 5*10° infizierte Erythrozyten) infiziert. Am Tag
6 p.i. wurde die Expression der Aktivierungsmarker CD25, CD62L und CD69 auf CD4" T-Zellen in der
Milz bestimmt. Als Kontrolle dienten Milzzellen von uninfizierten M&usen. Nach CTLA-4-Blockade war
der Anteil aktivierter CD4" T-Zellen in der Milz bei Infektion mit Py17NL (A) und Py-lethal (B) erhéht.
Der prozentuale Anteil der CD4" T-Zellen an der Gesamtzahl an Milzzellen ist in C aufgetragen. Drei
unabhéngige Experimente sind zusammengefasst (Mittelwerte + SEM). Die Signifikanz wurde mit dem
Student’s t-test (paired, two-tailed) berechnet.
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3.1.5 Gesteigerte Zytokinproduktion nach der CTLA-4-Blockade

Zur Beseitigung der Parasiten im Verlauf der P. yoelii-Infektion sind zellulare und humorale
Immunantwort gemeinsam notwendig. So kdnnen infizierte Erythrozyten in der Abwesenheit
von B-Zellen und Antikorpern nicht eliminiert werden (Roberts et al., 1979; Spencer Valero et
al., 1998). Im Verlauf der P. yoelii-Infektion werden dabei sowohl Ty1-Zytokine wie IFN-g und
TNF-a freigesetzt, die direkt antiparasitar wirken, aber auch IL-4, IL-10 und TGF-b, die zur
humoralen Immunantwort beitragen (Omer et al., 2003). Um den Effekt der CTLA-4-Blockade
auf die Zytokinproduktion zu untersuchen, wurde deren Konzentration im Serum am Tag 6 nach
Infektion mit Py17NL und Py-lethal untersucht (Abb. 3.6).

>
@]

10000+ 1500+ 40001

*
* . p=0.026
— ns ns p=0.035 _
E 75004 | | | = — 3000 P=0042
S E 10004 €
k= T — = £
g 50004 % Z 20004
& T ns >
“ % 5004 z
& 25004 [= - = 10004 _—
o O-Ii [ ] || N 1
Py17NL Py-lethal Py17NL Py-lethal Py17NL Py-lethal
6000 . 5000+
p =0.0002
50004 *
p=0015 _ 4000
T 4000 E . )
£ S, 30004 I anti-CTLA-4, Tag 6 p.i.; n=4
2 3000 = Cen =
- S 20004 3 Kontroll-AK, Tag 6 p.i.; n=4
1 20004 =
1000 I 7 T 10001
JH T 1 o
Py17NL Py-lethal Py17NL Py-lethal

Abb. 3.6: Gesteigerte Produktion von Ty1- und T2-Zytokinen nach der CTLA-4-Blockade

500 ug anti-CTLA-4 (4F10) bzw. Kontroll-Antikérper wurden Balb/c-Mausen i.p. injiziert und diese am
gleichen Tag i.p. mit Py17NL- bzw. Py-lethal-Stabilat (je 5*10° infizierte Erythrozyten) infiziert. Am Tag 6
p.i. wurden die Zytokine 1L-12p40 (A), TNF-a (B), IFN-y (C), IL-4 (D) und IL-10 (E) in den Sera der
Mause bestimmt. Die Mittelwerte + SEM sind aufgetragen. Die statistische Signifikanz wurde mit Student’s
t-test (unpaired, one-tailed) berechnet.
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Hinsichtlich der Konzentration an 1L-12p40 gab es keinen Unterschied zwischen der Py17NL-
und Py-lethal-Infektion, und auch die CTLA-4-Blockade hatte keinen Einfluss auf die 1L-12-
Produktion (Abb. 3.6 A). TNF-a wurde im Verlauf der Py17NL- und Py-lethal-Infektion nur
geringfugig induziert (Abb. 3.6 B). Nach CTLA-4-Blockade kam es am Tag 6 nach Py-lethal-
Infektion jedoch zu einem deutlichen Anstieg der TNF-a-Konzentration im Serum. TNF-a spielt
allerdings nicht nur eine bedeutende Rolle bei der Hemmung der Parasitenreplikation, sondern
tragt gleichzeitig zur Pathologie bei (Grau et al., 1987). Die gesteigerte systemische Freisetzung
an TNF-a nach CTLA-4-Blockade war somit vermutlich entscheidend an der Induktion der
Leberpathologie und der hoheren Letalitat im Verlauf der Py-lethal-Infektion beteiligt. Bei den
Zytokinen IFN-g, IL-4 und IL-10 war nach der Anti-CTLA-4-Behandlung sowohl bei der
Infektion mit Py17NL als auch Py-lethal ein deutlicher Anstieg im Serum detektierbar (Abb. 3.6
C-E). Dies verdeutlicht, dass die CTLA-4-Blockade die Immunantwort im Verlauf einer P.
yoelii-Infektion verstarkte. Wéhrend die gesteigerte T-Zellaktivierung und Zytokinproduktion
bei der nicht-letalen Pyl17NL-Infektion aber zu einer schnelleren Beseitigung von Parasiten-
infizierten Erythrozyten fihrte, verursachten sie im Verlauf der virulenteren Py-lethal-Infektion
verstérkte klinische Symptome und eine hohere Letalitét.

3.2 Die Funktion von BTLA bei der T-Zellregulation im Verlauf der PbA-Infektion

Um die Bedeutung von BTLA fiir die Modulation pathologischer Prozesse, insbesondere der
zerebralen Malaria, im Verlauf der PbA-Infektion zu untersuchen, wurden zunédchst geeignete
Hilfsmittel generiert, mit denen die BTLA/HVEM-Interaktion beeinflusst werden konnte. Im
folgenden wird zuerst die Herstellung eines BTLA-Ig-Fusionsmolekuils beschrieben und danach
die Charakterisierung eines Anti-BTLA-Antikorpers, der von Professor Dr. Kenneth Murphy
(WUSTL, St. Louis, MO) zur Verfligung gestellt wurde. Danach wird auf die Expression von
BTLA und seinem Liganden HVEM im Verlauf der PbA-Infektion eingegangen, bevor der
Einfluss der Behandlung von Mé&usen mit dem BTLA-Ig-Fusionsprotein bzw. dem Anti-BTLA-

Antikorper auf den Verlauf der Malariaerkrankung beschrieben wird.

3.2.1 Klonierung und Expression des BTLA-Ig-Fusionsproteins

Losliche Ig-Fusionsproteine bestehen aus den extrazellularen Domanen des zu untersuchenden
kostimulatorischen Molekiils und dem F.-Fragment von humanen oder murinen Antikérpern.

Das betreffende Molekil liegt so als Dimer in l6slicher Form vor und hat damit im Vergleich
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zum Monomer eine hohere Aviditat zu seinem Liganden. Daher werden Ig-Fusionsmolekile
haufig dazu genutzt, um die kostimulatorische Funktion von Molekilen in vitro und in vivo zu
charakterisieren (Chapoval et al., 2002). Am Beispiel von BTLA-Ig ist die Herstellung eines Ig-
Fusionsproteins schematisch in Abbildung 3.7 dargestellt. Bereits im Rahmen der Diplomarbeit
wurde ein BTLA-Ig-Fusionsprotein generiert, indem die cDNA, die flr die extrazellulare BTLA-
Doméne codierte, mit der cDNA des Fc-Fragmentes des humanen IgG;-Molekiils fusioniert
wurde (Lepenies, 2004). Der zu diesem Zweck verwendete Vektor pcDNAL.1 wies jedoch den
Nachteil auf, dass damit nur eine transiente Transfektion von Zellen méglich war. Zudem war
das aufgereinigte BTLA-Ig-Fusionsmolekil noch durch Reste von Immunglobulinen
kontaminiert, die dem fotalen Kélberserum (FCS) des Zellkulturmediums entstammten und nach
der Reinigung Uber eine Protein-G-Sdule ebenfalls im Eluat enthalten waren. Dies erschwerte
funktionelle Studien, da nur ein geringer Teil der BTLA-Ig-Praparation das gewinschte Ig-
Fusionsprotein darstellte. Hinzu kam, dass der BTLA-Ligand HVEM erst spater identifiziert
wurde (Sedy et al., 2005), so dass der Nachweis der Bindung von BTLA-Ig an seinen Liganden

zum damaligen Zeitpunkt nicht moglich war.

BTLA

Membran BTLA-Ig-Fusionsprotein
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Herstellung des BTLA-Ig-Fusionsproteins

Das BTLA-Ig-Fusionsmolekiil setzt sich aus der extrazellularen Doméane von BTLA und dem F.-Teil eines
humanen Immunglobulin-Molekiils (1gG;) zusammen. Auf diese Weise liegt BTLA in dimerer Form vor,
weil die schweren Ketten des Immunglobulin-Molekils iber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.
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Im Rahmen der Doktorarbeit sollte BTLA-Ig stabil exprimiert und seine Bindung an HVEM
nachgewiesen werden. Zudem sollte mit Hilfe von BTLA-Ig die Bedeutung der BTLA/HVEM-
Interaktion in vitro sowie im Verlauf der PbA-Infektion untersucht werden. Zunéchst wurde dazu
Gesamt-RNA aus Milzzellen prapariert und die mRNA unter Verwendung eines Oligo(dT)s-
Primers mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. In einer
nachfolgenden PCR wurde daraus die fur die extrazellulire Domane des BTLA-Molekiils
codierende cDNA unter Verwendung der Primer ,,BTLA-Hind-s-neu-1* und ,,BTLA-BamHI-as*
amplifiziert. Das erhaltene Produkt hatte eine Gréfie von 555 bp (Abb. 3.8 A) und wurde
zunachst in den Zwischenklonierungsvektor pDrive ligiert. Die fir das F.-Fragment des
humanen 1gG;-Molekiils codierende DNA wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Eagl
aus dem vorhandenen Vektor Hsp60-1g ausgeschnitten (Abb. 3.8 B). Das cDNA-Fragment, das
fur die extrazelluldre BTLA-Domaéne codierte, wurde aus dem Vektor pDrive mittels Hindl1l und
BamHI ausgeschnitten und zusammen mit der cDNA des F.-Fragmentes von 1gG; in den Vektor
pcDNA3.1 ligiert (Vektorkarte in Abb. 3.8 C).

A M BTLA B M Hsp60-Ig
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HindIII - 1474 - A'AGCT_T
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Smal - 2452 - CCC'GGG 1200

Eagl - 2740 - C'GGCC_G
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Eagl - 3931 - C'GGCC_G
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Abb. 3.8: Klonierung von BTLA-Ig

Das fur die extrazellulare Doméne von BTLA codierende cDNA-Fragment wurde mit Hilfe spezifischer
Primer aus Milz-cDNA amplifiziert (A) und zusammen mit der flr das Fc-Fragment des humanen 1gG;-
Molekuls codierenden cDNA (B) in den Expressionsvektor pcDNA3.1 ligiert (Vektorkarte in C). Zwei
analytische Restriktionsverdaue des Vektors mit Smal und Spel zum Nachweis der inserierten DNA sind in
D und E dargestellt.
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Aufgrund des im Vektor vorhandenen Neomycin-Resistenzgens war dieser Vektor zur stabilen
Transfektion geeignet, da dadurch eine Selektion in eukaryontischen Zellen méglich war. Die
erfolgreiche Ligation beider DNA-Fragmente wurde durch zwei analytische Restriktionsverdaue
mit den Endonukleasen Smal und Spel tberprift. Die erwarteten FragmentgroRRen betrugen dabei
1386 bp fiir den Smal-Verdau und 960 bp fir den Spel-Verdau (in den Abb. 3.8 D und E jeweils

durch Pfeile gekennzeichnet).

Vor der Transfektion wurde das Vektorkonstrukt pcDNA3.1-BTLAIg mit dem Restriktionsenzym
Pvul linearisiert, um die Integration ins Genom der Zielzellen zu erleichtern. CHO-Zellen
wurden anschlieBend stabil transfiziert und in Gegenwart des Selektionsantibiotikums G418
kultiviert. Die generierten Transfektanten wurden zehn Tage nach der Transfektion subkloniert,
um eine homogene Zellinie zu erhalten, die BTLA-Ig stabil exprimierte. Die Expression von
BTLA-Ig wurde durch intrazellulare Farbung der transfizierten CHO-Zellen mit Hilfe von
Antikdorpern Uberprift, die gegen BTLA (Abb. 3.9 A) bzw. das F.-Fragment des humanen 1gG;-
Molekiils (Abb. 3.9 B) gerichtet waren. Als Kontrolle wurden CHO-Zellen verwendet, die mit
leerem Vektor transfiziert wurden und BTLA-Ig daher nicht exprimierten. Die Farbungen in
Abbildung 3.3 dokumentieren, dass BTLA-Ig nach der Transfektion des Vektorkonstruktes in
CHO-Zellen von diesen stabil exprimiert wurde.
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Abb. 3.9: Expression des BTLA-Ig-Fusionsproteins

Der Vektor pcDNA3.1-BTLAIg wurde mit dem Restriktionsenzym Pvul linearisiert, woraufhin CHO-Zellen
stabil mit dem fur BTLA-Ig codierenden Konstrukt transfiziert wurden. Die transfizierten Zellen wurden in
Gegenwart des Selektionsantibiotikums G418 kultiviert und subkloniert, um eine Zellinie zu generieren, die
BTLA-Ig stabil exprimierte. Die intrazelluldre Férbung eines stabil transfizierten Klones mit anti-BTLA
bzw. anti-hlgG ist als rote Linie in A bzw. B dargestellt. Als Kontrolle wurden CHO-Zellen verwendet, die
zuvor mit leerem Vektor transfiziert worden waren (griine Linie in A und B).
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3.2.2 Bindung von BTLA-Ig an den Liganden HVEM in vitro

Die stabil mit BTLA-Ig transfizierten CHO-Zellen wurden in CELLine-Bioreaktoren in
Vollmedium kultiviert. Dieses wurde vor der Verwendung Uber eine Protein-G-Sdule gegeben
und dadurch von stérenden, im FCS enthaltenen Immunglobulinen befreit. Nach dem Ernten des
Kulturiiberstandes wurde das darin enthaltene BTLA-Ig-Fusionsprotein tber eine Protein-G-
Saule aufgereinigt und seine Reinheit durch SDS-PAGE und nachfolgenden Westernblot
uberpruft (Abb. 3.10 A). Wéhrend aufgereinigtes BTLA-Ig eine singulére Bande bei ca. 60 kDa
aufwies, fehlte diese in der Kontrolle (Ig-depletiertes Medium). Da BTLA-Ig bei reduzierenden
Bedingungen als Monomer vorliegt, verbleibt nach Abspaltung der N-terminalen Signalsequenz
von BTLA eine Gesamtzahl von 387 Aminosduren (155 AS fir das murine BTLA-Fragment und
232 AS fir das humane Fc.-Fragment). Nach einer Berechnung anhand der Aminosauresequenz
sollte die Molekilmasse von BTLA-Ig eigentlich ca. 44 kDa betragen. Da BTLA jedoch sechs
N-Glykosylierungsstellen aufweist, zeigt BTLA-Ig ein veréndertes Laufverhalten in der SDS-
PAGE, so dass die apparente Molekiilmasse hoher liegt als die berechnete.

Um zu Uberprifen, ob BTLA-Ig funktional war und an den BTLA-Liganden HVEM band, wurde
die fir das gesamte HVEM-Molekul codierende cDNA mit den Primern ,,fl-HVEM-HindllI-s*
und ,,fl-HVEM-Xhol-as* amplifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. Dieser wurde daraufhin
mit den Restriktionsenzymen Hindlll und Xhol verdaut und die cDNA in den Expressionsvektor
pcDNA3.1 ligiert. COS1-Zellen wurden transient mit dem HVEM-Konstrukt transfiziert und die
HVEM-Expression nach zweitdgiger Kultivierung der Transfektanten im Westernblot tberprift.
In Abbildung 3.10 B wird erkennbar, dass mit dem verwendeten Anti-HVEM-Antikorper bei den
HVEM-Transfektanten eine Bande bei einer GroRe von 33 kDa detektiert wurde, die bei mit
leerem Vektor transfizierten COS1-Zellen fehlte. Zur Uberpriifung, ob BTLA-Ig an das von den
transfizierten COS1-Zellen exprimierte HVEM band, wurden diese mit BTLA-Ig inkubiert.
Dessen Bindung an die Zellen wurde anschlieBend mit einem PE-konjugierten Anti-human-1gG-
Antikorper Uberpruft, der als Sekundérantikorper das F.-Fragment des BTLA-Ig-Fusionsproteins
erkannte (Abb. 3.10 C). Als Kontrolle wurden COS1-Zellen verwendet, die zuvor mit dem leeren
Vektor pcDNA3.1 transfiziert worden waren. Eine Bindung des BTLA-Ig-Fusionsproteins war
dabei nur an die HVEM-transfizierten COS1-Zellen, nicht jedoch an die mit leerem Vektor
transfizierten Zellen nachweisbar. Daraus ergibt sich, dass BTLA-Ig spezifisch an HVEM band
und das generierte BTLA-Ig-Fusionsprotein somit funktional war. Die Bindung von BTLA-Ig an
die HVEM-Transfektanten war dabei sowohl durchflusszytometrisch als auch immunhisto-

chemisch nachweisbar.
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Abb. 3.10: BTLA-Ig ist funktional und bindet den BTLA-Liganden HVEM in vitro

BTLA-Ig wurde aus dem Uberstand transfizierter CHO-Zellen aufgereinigt und im Western Blot mit
anti-hlgG nachgewiesen (A). HVEM wurde Kkloniert und COS1-Zellen transient mit dem HVEM-
Konstrukt transfiziert. Die HVEM-Expression wurde im Western Blot mit anti-HVEM detektiert (B).
HVEM-transfizierte bzw. mit leerem Vektor transfizierte COS1-Zellen wurden mit 0.1 ug BTLA-Ig
inkubiert und anschlieBend mit PE-konjugiertem anti-hlgG geféarbt. Die Bindung von BTLA-Ig an
HVEM auf transient transfizierten COS1-Zellen war sowohl durchflusszytometrisch als auch immun-
histochemisch nachweisbar (C).

Um das BTLA-Ig-Fusionsprotein fir die Analyse der Funktion der BTLA/HVEM-Interaktion in
vitro einzusetzen, war eine hohe Reinheit von BTLA-Ig notwendig. So wirkt z.B. bakterielles
Lipopolysaccharid (LPS) bereits in auferst geringen Mengen stimulatorisch auf APCs, da es an
Toll-like Rezeptor (TLR) 4 bindet und sie zur Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen
anregt. Zur Bestimmung der LPS-Konzentration wurde der LAL-Assay angewandt (vgl. 2.2.2.5).
In diesem Test, dessen Nachweisgrenze bei etwa 0.01 ng/ml fir den LPS-Standard liegt, war

BTLA-Ig noch bis zu einer Konzentration von 5 pg/ml LPS-frei. Als zusétzlicher Test auf die
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Reinheit des BTLA-Ig-Fusionsproteins diente die Stimulation von Knochenmarksmakrophagen
mit BTLA-Ig (Abb. 3.11). Wahrend nach 24-stindiger Inkubation der Makrophagen mit LPS
(TLR4-Agonist) und PamCys (TLR2-Agonist) grolle Mengen an TNF-a sezerniert wurden, kam
es bei einer Kultivierung in Gegenwart von BTLA-Ig nicht zur Freisetzung dieses Zytokins.
Daraus ergab sich einerseits, dass BTLA-Ig frei von kontaminierenden TLR-Agonisten (v.a.
LPS) war, und andererseits, dass BTLA-Ig nicht stimulatorisch auf APCs wirkte.

2000+

TNFa [pg/ml]

Abb. 3.11: BTLA-Ig ist frei von LPS-Kontamination

Knochenmarksmakrophagen von C57BL/6-Mé&usen wurden mit LPS, PamCys, BTLA-Ig bzw. Medium
24 h inkubiert. TNF-a wurde im Kulturiiberstand der Makrophagen mittels ELISA quantifiziert (jeweils
Mittelwerte + SEM). Wahrend in Gegenwart der TLR-Agonisten LPS (TLR4) und PamCys (TLR2)
groBe Mengen TNF-a sezerniert wurden, 10ste BTLA-Ig keine Produktion von TNF-o in Makrophagen
aus.

3.2.3 Inhibition der BTLA/HVEM-vermittelten T-Zellregulation durch BTLA-Ig

Die Rolle von BTLA als Koinhibitor wurde untersucht, indem Milzzellen aus C57BL/6-Mé&usen
mit Anti-CD3-Antikorper in Gegenwart verschiedener Konzentrationen an BTLA-Ig stimuliert
wurden. Durch Stimulation tber den CD3-Komplex werden dabei alle vorhandenen T-Zellen zur
Proliferation und Sekretion des Zytokins IL-2 angeregt, so dass der Einfluss kostimulatorischer
oder koinhibitorischer Molekiile auf diese Parameter untersucht werden kann. Dabei zeigte sich,
dass nach zweitagiger Stimulation mit anti-CD3 die IL-2-Produktion in Gegenwart von BTLA-Ig
gesteigert war (Abb. 3.12 A). Die statistische Auswertung von fiinf unabhéngigen Experimenten
mit einer Konzentration von 1 pg/ml BTLA-Ig ist in Abbildung 3.12 B dargestellt. Dabei war
der Effekt von BTLA-Ig am grofiten, wenn suboptimale Konzentrationen an anti-CD3 (10 bis
100 ng/ml) im Kulturmedium vorlagen. Wéhrend die Produktion an IL-2 in Gegenwart von 10

ng/ml anti-CD3 um 80 % gesteigert war, betrug die Steigerung nur noch 24 % bei einer
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Stimulation mit 1000 ng/ml anti-CD3. Daraus ergibt sich, dass der Effekt von BTLA-Ig auf die
IL-2-Produktion der T-Zellen durch die verstarkte Stimulation Uber den T-Zellrezeptor
uberlagert wird. Die in Gegenwart von BTLA-Ig verstarkte Sekretion von IL-2 im Verlauf der T-
Zellaktivierung wird vermutlich durch dessen Bindung an den Liganden HVEM bewirkt, der auf
naiven B- und T-Zellen exprimiert wird. Auf diese Weise werden die HVEM-Molekule auf der
Oberflache dieser Zellen abgeséttigt, so dass HVEM nicht mehr an BTLA binden kann. Das
negative Signal, das Gber BTLA im Verlauf der Aktivierung ins Innere der T-Zelle vermittelt
wird, unterbleibt somit in Gegenwart von BTLA-Ig. Vergleichbare Ergebnisse wurden mit
MACS-aufgereinigten T-Zellen erhalten, bei denen die Stimulation mit anti-CD3 in Gegenwart
von BTLA-Ig ebenfalls zu einer verstarkten Bildung von IL-2 fuhrte (Daten nicht dargestellt).
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Abb. 3.12: Inhibition der HYEM/BTLA-vermittelten T-Zellregulation durch BTLA-Ig

C57BL/6-Milzzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen anti-CD3 + BTLA-Ig stimuliert.
Nach 48 h Kultivierung wurde IL-2 im Uberstand mittels ELISA quantifiziert. Ein reprasentatives
von funf unabhéngigen Experimenten ist dargestellt (Mittelwerte + SEM von Triplikaten). Die
Signifikanz wurde mit Student’s t-test (unpaired, two-tailed) berechnet (A). Die Zusammenfassung
aller finf Experimente ist in B dargestellt. Dabei wurde die Produktion von IL-2 in Abwesenheit
des BTLA-Fusionsproteins gleich 100 % gesetzt. Die Mittelwerte + SEM sind aufgetragen.
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3.2.4 Kein Einfluss von BTLA-Ig auf die T-Zellsuppression durch Teg

Ein mdglicher Mechanismus, durch den die Proliferation von T-Zellen sowie die Synthese von
IL-2 begrenzt wird, ist deren Suppression durch natirliche regulatorische T-Zellen (Tyeg), die
neben CD4 als Marker auch CD25 und den Transkriptionsfaktor Foxp3 exprimieren (Hori et al.,
2004). Um zu untersuchen, ob die BTLA/HVEM-Interaktion zur T.g-vermittelten Suppression
beitragt, wurden aus der Milz von Balb/c-Mausen MACS-gereinigte naive CD4'CD25™ T-Zellen
in Gegenwart von CD4"CD25" Treg Mit anti-CD3 stimuliert. Als MaR fir die Proliferation diente
die Inkorporation von Radioaktivitat durch Einbau von *H-Thymidin in die DNA (Abb. 3.13 A).
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Abb. 3.13: Kein Einfluss von BTLA-Ig auf die Tg-vermittelte Suppression von T-Zellfunktionen

1 * 10° MACS-gereinigte CD4"CD25 T-Zellen (Tn.i) aus Balb/c-Mausen wurden mit anti-CD3
(1000 ng/ml) in Gegenwart von MACS-aufgereinigten CD4"CD25" T-Zellen (T,g) stimuliert. Die
Zellen wurden nach 48 h Kultivierung fir 8 h mit *H-Thymidin gepulst und die inkorporierte
Radioaktivitat als Mal fur die Proliferation im Szintillationszahler gemessen (A). IL-2 wurde im
Uberstand der Zellen mittels ELISA quantifiziert (B). Die Mittelwerte + SEM eines représentativen
von zwei unabhéngigen Experimenten sind dargestellt (jeweils Triplikate).
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Mit steigender Zahl an T, die zu den naiven T-Zellen zugegeben wurde, ging die Proliferation
der stimulierten T-Zellen erwartungsgeman zurtick. In Gegenwart von 1 pg/ml BTLA-Ig war die
Proliferation in jedem Ansatz im Vergleich zur Kontrolle gesteigert, da die Ligation von
endogenem BTLA durch HVEM aufgrund der Bindung von BTLA-Ig an HVEM verhindert
wurde (vgl. Abb. 3.12). Jedoch wurde die Tyg-vermittelte Suppression der CD4"CD25™ T-Zellen
durch BTLA-Ig nicht aufgehoben, weil die T-Zellproliferation mit steigender Zahl an Teq Starker
inhibiert wurde. Gleiches galt flr die Produktion von IL-2, die auch in Gegenwart von BTLA-Ig
mit zunehmender Anzahl an Trq zurtickging (Abb. 3.13 B). Somit scheint die BTLA/HVEM-

Interaktion bei der Regulation von T-Effektorfunktionen durch Tyq keine Rolle zu spielen.

3.2.5 Charakterisierung des Anti-BTLA-Antikorpers 6A6

Neben der Verwendung von Ig-Fusionsmolekilen stellen Antikorper, die spezifisch gegen das zu
untersuchende Oberflachenmolekul gerichtet sind, eine Mdglichkeit dar, um dessen Einfluss auf
die Kostimulation in vitro und in vivo zu untersuchen. Von Professor Dr. Kenneth Murphy
(WUSTL, St. Louis) wurde zu diesem Zweck ein aus einem armenischen Hamster stammendes
Hybridom (Klon 6A6) zur Verfiigung gestellt, das einen Anti-BTLA-Antikorper sezernierte. Bei
anti-BTLA 6A6 handelt es sich um einen blockierenden Antikorper, da dieser nach Bindung an
BTLA die Bindung eines HVEM-Ig-Fusionsproteins verhindert (Hurchla et al., 2005). Der
Antikorper wurde dabei durch Immunisierung eines Hamsters mit BTLA-Ig generiert und
erkennt spezifisch die C57BL/6-1soform von BTLA. Das Hybridom 6A6 wurde in proteinfreiem
PFHM-II-Medium Kultiviert, und Anti-BTLA-Antikorper wurden aus dem Uberstand (iber eine
Protein-G-Saule aufgereinigt. Zur Uberpriifung der Bindung von anti-BTLA 6A6 an BTLA
wurde die fir das gesamte BTLA-Molekll codierende cDNA mit den Primern ,,fl-BTLA-
Hindlll-s* und ,,fl-BTLA-Xhol-as* amplifiziert und in den Vektor pDrive kloniert. Nach Verdau
mittels Hindlll und Xhol wurde die BTLA-cDNA in den Expressionsvektor pcDNA3.1 ligiert,
woraufhin COS1-Zellen mit dem Konstrukt transfiziert wurden. Einen Tag nach der transienten
Transfektion wurden die BTLA-Transfektanten mit dem aufgereinigten anti-BTLA 6A6 (0.1 pg
pro Ansatz) inkubiert und nachfolgend mit einem PE-konjugierten Anti-Hamster-Antikorper
gefarbt (Abb. 3.14 A). Dabei zeigte sich, dass der Anteil der COS1-Zellen, der transient mit
BTLA transfiziert worden war, bei vorheriger Inkubation mit anti-BTLA 6A6 durch den
Sekundérantikorper angefarbt wurde. Dagegen war keine Bindung von anti-BTLA 6A6 an
COS1-Zellen nach Transfektion mit leerem Vektor feststellbar, so dass der Antikorper spezifisch
an BTLA bindet.
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Abb. 3.14: Charakterisierung des anti-BTLA-Antikdrpers 6A6

BTLA wurde kloniert, und COS1-Zellen wurden transient mit dem BTLA-Konstrukt transfiziert.
24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit aufgereinigtem anti-BTLA 6A6 (aus Hamster)
inkubiert und nachfolgend mit PE-konjugiertem anti-Hamster-Antikorper gefarbt. Als Kontrolle
wurden BTLA-transfizierte COS1-Zellen ausschlieBlich mit dem Sekundérantikdrper geférbt (A).
OT1-Milzzellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen des Peptids OV A,s7.64 (SIINFEKL) in
Gegenwart von Platten-gebundenem anti-BTLA 6A6 bzw. Kontroll-Antikérper stimuliert. 1L-2
wurde nach 48 h Kultivierung im Uberstand mittels ELISA quantifiziert (B). Ein représentatives
von drei unabhdngigen Experimenten ist dargestellt (Mittelwerte + SEM von Triplikaten). Die
Signifikanz wurde mit Student’s t-test (unpaired, two-tailed) berechnet.

Zur in vitro-Charakterisierung von anti-BTLA 6A6 wurden OT1-Milzzellen mit verschiedenen
Konzentrationen des Peptids OVAys7-264 (SINFEKL) in Gegenwart von anti-BTLA 6A6 oder
Hamster-Ig als Kontrollantikorper stimuliert (Abb. 3.14 B). Das verwendete in vitro-Testsystem
nutzt dabei die Spezifitdt TCR-transgener T-Zellen, die aus OT1-Md&usen isoliert wurden. Der
transgene T-Zellrezeptor der CD8™ T-Zellen dieser Tiere erkennt das Peptid OV As7.064 aus dem
Huhnerovalbumin im Komplex mit MHC-I-Molekiilen des Haplotyps H2-K" auf der Oberflache
von Zellen. Auf diese Weise ist eine Antigen-spezifische Stimulation der OT1 CD8" T-Zellen
durch Zugabe des Peptids OVAys7-264 zum Kulturmedium méglich. Die Gegenwart steigender

Konzentrationen von anti-BTLA 6A6 fihrte dabei zu einer reduzierten Produktion von IL-2 im
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Vergleich zur Kontrolle, die auch bei unterschiedlichen Konzentrationen des Peptids OV A2s57-264
(10 bzw. 100 ng/ml) nachweisbar war. Dies war allerdings nur dann der Fall, wenn anti-BTLA
6A6 in Platten-gebundener Form eingesetzt wurde, da der Antikorper in l6slicher Form keinen
Einfluss auf die I1L-2-Produktion hatte (Daten nicht dargestellt). Anti-BTLA 6A6 blockiert somit
nicht nur die Bindung von BTLA an HVEM, sondern wirkt unter bestimmten Bedingungen
zudem agonistisch durch die Ligation von BTLA. Vergleichbare Ergebnisse wurden erhalten,
wenn MACS-aufgereinigte T-Zellen aus C57BL/6-Mé&usen mit anti-CD3 stimuliert wurden, da
es auch hier zu einer reduzierten Produktion von IL-2 in Gegenwart von anti-BTLA 6A6 kam

(Daten nicht dargestellt).

3.2.6 Induktion von BTLA im Verlauf der P. berghei ANKA-Infektion

Um die BTLA-Expression im Verlauf murinen Malaria zu analysieren, wurde zundchst die
Menge an BTLA-Transkript in verschiedenen Organen am Tag 9 nach PbA-Infektion bestimmt.
Dazu wurde aus Gehirn, Leber, Milz und Niere von uninfizierten und PbA-infizierten C57BL/6-
Méusen RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben. Unter Verwendung spezifischer Primer
wurde die Menge an BTLA-cDNA semiquantitativ bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte durch
serielle Verdinnung der cDNA und Normierung auf das Haushaltsgen b-Aktin (Abb. 3.15 A).
Die Abbildung dokumentiert, dass die BTLA-mRNA in den untersuchten Organen im Verlauf
der PbA-Infektion hochreguliert wurde. Eine schwache basale Expression wurde in Gehirn,
Leber, Milz und Niere detektiert, da BTLA von B- und T-Zellen, aber auch Makrophagen und
DCs konstitutiv exprimiert wird. Die gesteigerte Menge an BTLA-Transkript wahrend der
murinen Malaria war in Milz und Niere besonders ausgepréagt, aber in Gehirn und Leber

ebenfalls nachweisbar.

Um mit HVEM interagieren zu kdnnen, ist die Expression von BTLA auf der Zelloberflache
notwendig. Um die Regulation der BTLA-Expression auf Proteinebene zu analysieren, wurden
Milzzellen aus uninfizierten und PbA-infizierten C57BL/6-Madusen an den Tagen 6, 9 und 12 p.i.
isoliert und die T-Zellmarker CD4/CD8 zusammen mit BTLA gefarbt (Abb. 3.15 B und C).
BTLA wurde von CD4" und CD8" T-Zellen in der Milz konstitutiv exprimiert, die Expression
am Tag 9 nach PbA-Infektion war jedoch auf beiden Zelltypen hochreguliert (Abb. 3.15 B). Die
Kinetik der BTLA-Expression im Verlauf der murinen Malaria ist in der Abbildung 3.15 C
dargestellt, wobei als Mal} die mittlere Fluoreszenzintensitét aufgetragen ist.



ERGEBNISSE 80

A Gehirn Leber Milz Niere

contr. + - + - + - + -
oo IR L L
e e e

+ = P. berghei-Infektion (Tag 9 p.i.)
- = nichtinfiziert
B Milz, CD4" Milz, CD8"
= <
Z
= i
3 =
F o
E_E =
:-—E """ i =
10” 101 102 10% 104
BTLA >
------------ Isotypkontrolle
Nicht infiziert
= ===~ P. berghei, Tag 9 p.i.
C |
1200+ ns Cwilz, CD4
T 10004 . [ | C Milz, CD8
2, o T
S 8001 S ns
g 600 | = | ~ 1
g Kokk | I
G 4004 ook
S
E 2004
o
R & S A NI \ RN
& & QQ)Q Q%Q RN QQQ 9%
&8 P P &8P o
(\\0 (‘\\0

Abb. 3.15: Induktion von BTLA im Verlauf der murinen P. berghei-ANKA-Infektion

BTLA-mRNA wurde in verschiedenen Organen von uninfizierten bzw. PbA-infizierten C57BL/6-Mé&usen
am Tag 9 p.i. mittels semiquantitativer RT-PCR bestimmt. Dabei wurden die mRNA-Konzentrationen auf
das Haushaltsgen B-Aktin normiert. Erkennbar ist die Induktion der BTLA-mRNA in Gehirn, Leber, Milz
und Niere am Tag 9 p.i. (A). Die Kinetik der BTLA-Expression auf CD4" und CD8" T-Zellen in der Milz im
Verlauf der PbA-Infektion wurde durchflusszytometrisch durch Farbung mit anti-BTLA detektiert (B). Die
Auswertung der BTLA-Expression ist in C dargestellt (Mittelwerte + SEM). Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Student’s t-test (unpaired, two-tailed) berechnet. Dargestellt ist die Zusammenfassung von
drei unabhé&ngigen Experimenten.
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Die Abbildung dokumentiert, dass mit zunehmender Dauer der Malariainfektion die BTLA-
Expression auf CD4" T-Zellen der Milz kontinuierlich anstieg. Jedoch ist zu beriicksichtigen,
dass zwischen Tag 6 und 8 nach der PbA-Infektion ein groRer Teil der infizierten C57BL/6-
Méuse (ca. 80 %) an zerebraler Malaria verstarb. Die Bestimmung der BTLA-Expression an Tag
9 und 12 p.i. wurde daher bei den C57BL/6-Mdausen durchgefihrt, die keine neurologischen
Symptome entwickelten und zwischen Tag 15 und 20 an Andmie aufgrund der unkontrolliert
ansteigenden Parasitdmie verstarben. In Analogie zu den CD4" T-Zellen wurde BTLA auch auf
CD8" T-Zellen der Milz hochreguliert, jedoch war ab Tag 6 p.i. kein weiterer Anstieg der
BTLA-Expression messbar. Insgesamt wird also deutlich, dass die BTLA-Expression im Verlauf

der PbA-Infektion auf den T-Zellen der Milz hochreguliert wurde.

3.2.7 Infiltration von BTLA" T-Zellen in Leber und Gehirn

In einer friiheren Studie wurde gezeigt, dass in der murinen Malaria aktivierte T-Zellen verstarkt
in die Leber infiltrieren (Jacobs et al., 2004). Vor allem aktivierte CD8" T-Zellen akkumulieren
im Verlauf einer Immunantwort in der Leber, wo sie durch Apoptose abgeschaltet werden
(Crispe et al., 2000). Die Akkumulation von CD4" und CD8" T-Zellen war erwartungsgeméan auf
Gefrierschnitten der Leber immunhistochemisch im Verlauf der PbA-Infektion nachweisbar,
wahrend nahezu keine T-Zellen in der Leber von uninfizierten Méusen detektiert wurden (Abb.
3.16 A). Zur Analyse der BTLA-Expression auf den infiltrieren T-Zellen wurden Lymphozyten
aus der Leber isoliert und CD4/CD8 zusammen mit BTLA geféarbt (Abb. 3.16 B). Die BTLA-
Expression auf CD4" und CD8" T-Zellen in der Leber blieb im Verlauf der PbA-Infektion
unverandert. Dies verdeutlicht, dass die wahrend der Malaria beobachtete Induktion der BTLA-
mRNA in der Leber durch die massive Infiltration von CD4"BTLA" und CD8'BTLA" T-Zellen

verursacht wurde.

Da es auch im Gehirn zu einem Anstieg an BTLA-mRNA im Verlauf der PbA-Infektion kam
(vgl. Abb. 3.15 A), wurde untersucht, ob der Verlauf der Erkrankung Einfluss auf die Expression
von BTLA und seinem Liganden HVEM hatte. Dazu wurden mittels semiquantitativer RT-PCR
die mMRNA-Mengen an BTLA und HVEM im Gehirn von C57BL/6-Mdusen verglichen, die CM
entwickelten und solchen, die keine neurologischen Symptome zeigten (Abb. 3.17 A). Dabei war
im Verlauf einer unkomplizierten Malaria ein leichter Anstieg an BTLA- und HVEM-Transkript
am Tag 9 p.i. nachweisbar. Die Steigerung der mMRNA-Mengen fiir BTLA und seinen Liganden

HVEM war jedoch viel deutlicher ausgeprégt, sofern die Mause CM entwickelten.
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Abb. 3.16: Infiltration von T-Zellen in die Leber im Verlauf einer PbA-Infektion

CD4" und CD8" T-Zellen wurden auf Gefrierschnitten der Leber von uninfizierten und PbA-
infizierten C57BL/6-M&usen am Tag 6 p.i. durch Farbung mit FITC-konjugiertem anti-CD4 bzw.
anti-CD8 detektiert. Dabei war eine Akkumulation von CD4" und CD8" T-Zellen in der Leber
wahrend der PbA-Infektion erkennbar (A). Zur Messung der BTLA-Expression wurden
Lymphozyten aus der Leber zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der PbA-Infektion isoliert
und die BTLA-Expression durchflusszytometrisch bestimmt (B). Die Mittelwerte + SEM von
drei unabhéngigen Experimenten sind dargestellt. Die Signifikanz wurde mit Student’s t-test
(unpaired, two-tailed) berechnet.
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Abb. 3.17: Infiltration von T-Zellen ins Gehirn im Verlauf einer PbA-Infektion

Die Menge an mRNA von BTLA und HVEM wurde in Hirnbiopsien von uninfizierten und PbA-
infizierten C57BL/6-Mdusen durch semiquantitative RT-PCR bestimmt. BTLA und HVEM wurden
verstarkt im Gehirn von Mdusen exprimiert, die eine zerebrale Malaria (CM) entwickelten (A). Die
Anzahl an im Gehirn sequestrierten CD4" und CD8" T-Zellen wurde durchflusszytometrisch in
Hirnbiopsien von PbA-infizierten C57BL/6-Méausen bestimmt (als Kontrolle wurden uninfizierte
Mause verwendet). Eine Gesamtzahl von 5 * 10° Zellen wurde aufgenommen und auf CD45" Zellen
gegated (B). Am Tag 6 nach PbA-Infektion war eine Akkumulation von CD4" und CD8" T-Zellen im
Hirn nachweisbar, die BTLA exprimierten. Ein reprasentatives von zwei unabhangigen Experimenten
ist dargestellt.
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Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass sowohl im Verlauf der humanen P. falciparum-Infektion
als auch wahrend der murinen PbA-Infektion durch die Einwanderung aktivierter T-Zellen und
deren Sequestration an das Hirnendothel die Blut-Hirn-Schranke durchléssig wird (Pino et al.,
2005; Medana et al., 2006). Vor allem CD8" T-Zellen sequestrieren im Gehirn und sind auch
essentiell fur die Induktion der CM (Nitcheu et al., 2003). Zur Quantifizierung der Anzahl an
sequestrierten T-Zellen wurden am Tag 6 nach der PbA-Infektion die Zellpopulationen im Hirn
durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 3.17 B). Dabei wurde auf CD45" Zellen gegated und
gleichzeitig die T-Zellmarker CD4/CD8 zusammen mit BTLA gefarbt. Wéhrend in uninfizierten
C57BL/6-Mausen nahezu keine T-Zellen im Gehirn nachweisbar waren, akkumulierten am Tag
6 p.i. sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen im Gehirn. Alle sequestrierten T-Zellen exprimierten
BTLA, so dass die Induktion von BTLA-mRNA im Gehirn im Verlauf der PbA-Infektion —wie
in der Leber— auf die Infiltration von BTLA"™ T-Zellen zuriickzufilhren ist. Eine verstarkte
Infiltration von T-Zellen wurde auch in der Niere beobachtet, so dass der Anstieg an BTLA-
mMRNA in diesem Organ ebenfalls auf der Einwanderung von CD4"BTLA" und CD8'BTLA" T-
Zellen beruhte (Daten nicht dargestellt).

3.2.8 Einfluss von BTLA-Ig auf die Inzidenz an zerebraler Malaria

Bei der humanen CM handelt es sich um eine im Verlauf der P. falciparum-Infektion auftretende
Komplikation, die mit neurologischen Stérungen einhergeht und unbehandelt zum Tod fihrt
(Mackintosh et al., 2004). Ein Mausmodell fir CM, das einige Charakteristika der humanen CM
aufweist, stellt die P. berghei ANKA-Infektion dar (Li et al., 2001). Wahrend jedoch die humane
CM von der Sequestration Parasiten-infizierter Erythrozyten begleitet wird, spielen in der
murinen PbA-Infektion die Sequestration von T-Zellen und die systemische Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen eine entscheidende Rolle (Renia et al., 2006). Um die Bedeutung
der BTLA/HVEM-Interaktion auf die Induktion der CM zu untersuchen, wurden C57BL/6-
Mause vor der PbA-Infektion mit dem hergestellten BTLA-Ig-Fusionsprotein behandelt. Dabei
wurde BTLA-Ig einen Tag vor der PbA-Infektion in einer Dosis von 20 g i.p. injiziert und die
Méuse taglich auf neurologische Symptome hin beobachtet (Abb. 3.18 A). Die verwendete Dosis
an BTLA-Ig (1 mg/kg Kérpergewicht) wurde dabei anhand von Studien mit Fusionsmolekiilen
gewdhlt, die in &hnlicher Dosis eingesetzt wurden (Daikh et al., 1997). Die Abbildung
dokumentiert, dass alle PbA-infizierten Mduse zwischen Tag 6 und 7 neurologische Symptome
entwickelten und an CM verstarben, so dass die Applikation von BTLA-Ig keinen Einfluss auf

die Inzidenz an CM hatte. Die Parasitimie wurde ebenfalls nicht durch das BTLA-Ig-
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Fusionsproteins beeinflusst (Abb. 3.18 B). In vitro fiihrte BTLA-Ig aufgrund seiner Bindung an
endogenes HVEM und der dadurch bedingten Blockade der koinhibitorischen BTLA/HVEM-
Interaktion zu einer gesteigerten Proliferation und IL-2-Produktion von T-Zellen (vgl. Abb.
3.12). Deshalb wére bei der Applikation von BTLA-Ig in vivo eine Verschlimmerung des
Krankheitsverlaufes (hohere Inzidenz an CM oder friheres Einsetzen der neurologischen
Symptome) zu erwarten gewesen. Allerdings betrug die Inzidenz an CM in der Kontrollgruppe

bereits 100 %, so dass eine Steigerung in der mit BTLA-Ig behandelten Mausgruppe nicht hatte
nachgewiesen werden kénnen.
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Abb. 3.18: Einfluss von BTLA-Ig auf den Verlauf einer PbA-Infektion

20 pug BTLA-Ig bzw. PBS wurden C57BL/6-Médusen am Tag -1 intraperitoneal injiziert und
diese am nachfolgenden Tag i.p. mit 2 * 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert. Die Mause
wurden taglich auf neurologische Symptome beobachtet. Mduse, die eine zerebrale Malaria
entwickelten, wurden getotet (A). Die Parasitimien wurden am Tag 6 p.i. bestimmt (B). Die
Mittelwerte + SEM der Parasitdmien von je flinf Mdusen sind aufgetragen. Ein reprasentatives
von zwei unabhéngigen Experimenten ist dargestellt. Student’s t-test (unpaired, two-tailed)
wurde zur Berechnung der statistischen Signifikanz verwendet.
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3.2.9 Einfluss des Anti-BTLA-Antikorpers 6A6 auf die Inzidenz an CM

Es wurde bereits gezeigt, dass Platten-gebundener Anti-BTLA-Antikérper 6A6 agonistisch wirkt
und zur verringerten IL-2-Sekretion durch aktivierte T-Zellen fihrt (vgl. Abb. 3.14). Um den
Effekt der BTLA-Ligation im Verlauf der PbA-Infektion zu untersuchen, wurden je 200 pg anti-
BTLA 6A6 oder Hamster-IgG am Tag -1 i.p. in C57BL/6-Méuse injiziert und diese taglich auf
neurologische Symptome hin beobachtet (Abb. 3.19 A). In der Kontrollgruppe verstarben dabei
durchschnittlich 80 % der infizierten C57BL/6-Mduse an CM. Es gab interexperimentelle
Abweichungen, da Stabilate verschiedener Praparationen fiir die PbA-Infektion verwendet
wurden (Inzidenz an CM in jedem Experiment zwischen 70 und 100 %). Die Applikation von
anti-BTLA am Tag -1 bewirkte eine deutliche Reduktion der Inzidenz an CM, da nur 15 % der
PbA-infizierten C57BL/6-Mause neurologische Symptome entwickelten. Dieser Effekt der Anti-
BTLA-Behandlung beruhte nicht auf einer veranderten Parasitdmie, da es keinen signifikanten

Unterschied zwischen mit anti-BTLA und Hamster-1gG behandelten Mdusen gab (Abb. 3.19 B).
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Abb. 3.19: Einfluss von anti-BTLA 6A6 auf den Verlauf einer PbA-Infektion

200 pg anti-BTLA 6A6 bzw. Kontroll-Antikérper wurden C57BL/6-Mé&usen am Tag -1 i.p. injiziert und
diese mit 1 * 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert. Mause, die CM entwickelten, wurden getotet.
Der Log-Rank Test wurde angewandt, um die Uberlebenskurven der Méuse nach Behandlung mit anti-
BTLA bzw. Kontroll-Antikorper zu vergleichen (A). Die Parasitdmien wurden am Tag 6 p.i. bestimmt
(B). Die Mittelwerte + SEM der Parasitdmien sind aufgetragen (anti-BTLA: n=20, Kontroll-Antikorper:
n=27). Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-test (unpaired, two-tailed) berechnet. Dargestellt ist
die Zusammenfassung von drei unabhéngigen Experimenten.
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3.2.10 Reduktion der T-Zellsequestration im Gehirn nach Anti-BTLA-Behandlung

Die Induktion der CM im Verlauf der PbA-Infektion wird von einer Sequestration von CD4" und
CD8" T-Zellen an das Hirnendothel begleitet (Yanez et al., 1996). Zur Untersuchung des
Effektes von anti-BTLA 6A6 auf die T-Zellsequestration wurde C57BL/6-Mdusen am Tag -1
anti-BTLA bzw. Hamster-1gG injiziert und die Anzahl an CD4" und CD8" T-Zellen im Gehirn
am Tag 6 p.i. durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 3.20 B). Es wurde auf CD45" Zellen
gegated und gleichzeitig eine Kofarbung von CD4/CD8 sowie dem Aktivierungsmarker CD62L
durchgefiihrt, um zwischen naiven und aktivierten T-Zellen zu unterscheiden. CD62L (auch als
L-Selektin bezeichnet) reguliert dabei das Homing von T-Zellen in lymphatische Organe (Rosen,
2004). Es bindet u.a. die Liganden GIyCAM-1 auf postkapillaren Venolen mit hohem Endothel
und MadCAM-1, das vom Endothel der Darm-assoziierten lymphatischen Gewebe exprimiert
wird. Nach der T-Zellaktivierung wird die Expression von CD62L herunterreguliert, so dass
aktivierte T-Zellen nicht mehr in die lymphatischen Gewebe gelangen, sondern zum Ort der
Infektion wandern. Nach der Behandlung der Mduse mit anti-BTLA 6A6 und nachfolgender
PbA-Infektion war die Zahl der CD45" Zellen im Hirn im Vergleich zur Behandlung mit
Hamster-1gG reduziert (Abb. 3.20 A, linke Spalte). Nahezu alle sequestrierten CD8"CD45" T-
Zellen wiesen erwartungsgemaf einen CD62L"*"-Phanotyp auf und waren somit aktiviert. Eine
Behandlung mit anti-BTLA fiihrte zu einer Reduktion der Zahl an CD8" T-Zellen im Hirn um
etwa 50 % (Abb. 3.20 A, rechte Spalte). Zwar war die T-Zellsequestration nicht bis auf das
Niveau von uninfizierten M&usen reduziert, jedoch war der beobachtete Effekt statistisch
signifikant und betraf auch die Anzahl an CD4" T-Zellen im Gehirn (Abb. 3.20 B). Insgesamt
liberstieg die Anzahl an sequestrierten CD8" T-Zellen die der CD4" T-Zellen um das Doppelte
bis Dreifache.

3.2.11 Reduzierte pro-inflammatorische Immunantwort durch anti-BTLA 6A6

Pro-inflammatorische Zytokine wie TNF-a, IL-1 oder LT-a, die in der friihen Phase der Malaria
freigesetzt werden, fiihren zur Induktion von Adhé&sionsmolekilen (ICAM-1, VCAM-1) auf dem
GefaRendothel und begunstigen dadurch die Sequestration von T-Zellen (Wassmer et al., 2005).
Da die Applikation von anti-BTLA 6A6 die T-Zellsequestration im Gehirn wahrend der PbA-
Infektion inhibierte, wurde untersucht, ob dieser Effekt mit einer veradnderten Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine korrelierte. Dazu wurden am Tag 6 p.i. Serumzytokine von Mausen
analysiert, die vor der PbA-Infektion mit anti-BTLA 6A6 oder Hamster-1gG behandelt worden
waren (Abb. 3.21).
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Abb. 3.20: Reduktion der Sequestration von T-Zellen im Gehirn nach Behandlung mit anti-BTLA 6A6

200 pg anti-BTLA 6A6 bzw. Kontroll-Antikérper wurden C57BL/6-M&usen am Tag -1 i.p. injiziert und
diese am folgenden Tag i.p. mit 1 * 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert. Die Anzahl an CD45"CD8*
T-Zellen in Hirnbiopsien wurde am Tag 6 p.i. durchflusszytometrisch bestimmt. Zur Quantifizierung der
aktivierten CD8" T-Zellen wurde der Aktivierungsmarker CD62L auf den CD45°CD8" T-Zellen gefarbt
(A). Die Auswertung zeigt, dass die Anzahl an CD45°CD8" und CD45°CD4" T-Zellen im Gehirn nach
Behandlung der Méduse mit anti-BTLA 6A6 im Vergleich zum Kontroll-Antikorper etwa 50 % reduziert ist
(B). Die Querbalken geben die Mittelwerte + SEM der M&use einer Gruppe an (uninfiziert: n=2, anti-
BTLA: n=4, Kontroll-AK: n=3). Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-test (unpaired, two-tailed)
ermittelt. Ein repréasentatives von zwei unabhéngigen Experimenten ist dargestellt.
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Dabei ergab sich, dass nach Anti-BTLA-Behandlung die Konzentrationen der Zytokine 1L-18
und IFN-g signifikant reduziert waren (Abb. 3.21 A und B). Die Konzentration an IL-6 im Serum
war ebenfalls reduziert, allerdings erreichten die Werte keine statistische Signifikanz (Abb. 3.21
C). Hinsichtlich der Konzentration der tbrigen untersuchten Zytokine im Serum war entweder
kein Unterschied zwischen Anti-BTLA- und Kontrollgruppe nachweisbar (IL-12p40) oder die
Konzentrationen lagen unter der ELISA-Nachweisgrenze (IL-1b, IL-10, 1L-12p70, TNF-a;
Daten nicht dargestellt). Die BTLA-Ligation in vivo durch anti-BTLA 6A6 flihrte also zu einer

verringerten Produktion pro-inflammatorischer Zytokine.
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Abb. 3.21: Reduktion der Serumzytokine im Verlauf der PbA-Infektion nach Behandlung mit anti-BTLA 6A6

200 pg anti-BTLA 6A6 bzw. Kontroll-Antikérper wurden C57BL/6-Mdausen am Tag -1 i.p. injiziert und diese
am folgenden Tag i.p. mit 1 * 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert. Am Tag 6 p.i. wurden die Zytokine
IL-18 (A), IFN-y (B) und IL-6 (C) in Sera der PbA-infizierten Mduse bestimmt. Die Mittelwerte + SEM sind
aufgetragen (anti-BTLA: n=7, Kontroll-AK: n=6). Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student’s t-test

(unpaired, one-tailed) berechnet.
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3.2.12 Kein Einfluss auf die Expression von ICAM-1 durch anti-BTLA 6A6

Die Behandlung von Mé&usen mit Anti-LFA-1-Antikorper, der die Interaktion von LFA-1 auf den
T-Zellen mit ICAM-1 auf aktiviertem Endothel blockiert, schutzt diese vor CM (Grau et al.,
1991; Falanga et al., 1991). Zur Analyse der Expression von ICAM-1 auf Hirnendothel wurden
Gefrierschnitte der Gehirne von Mausen am Tag 6 nach PbA-Infektion hergestellt und ICAM-1
immunhistochemisch detektiert (Abb. 3.22). Dabei wurde CD31 als ein konstitutiv exprimierter
Endothelmarker erwartungsgemafR in uninfizierten und PbA-infizierten C57BL/6-Mdusen auf
dem Hirnendothel nachgewiesen. Dagegen wurde ICAM-1 nur nach der PbA-Infektion induziert,
wobei jedoch kein Unterschied in der ICAM-Expression zwischen den mit anti-BTLA 6A6 und
Hamster-1gG behandelten Mausen festgestellt wurde. Somit hatte die Anti-BTLA-Behandlung
keinen Einfluss auf die Expression von Adhé&sionsmolekiilen auf dem Hirnendothel im Verlauf
der PbA-Infektion. Durch Farbung der CD8" T-Zellen auf den Gefrierschnitten des Gehirns
wurde immunhistochemisch die reduzierte T-Zellsequestration nach Applikation von anti-BTLA
6A6 bestatigt (vgl. auch Abb. 3.20).

ICAM-1 DAPI Uberlagerung

PbA, Tag 6 p.i.,
anti-BTLA (6A6)

PbA, Tag 6 p.i.,
Kontroll-AK

B --- --

Abb. 3.22: Kein Einfluss auf die Expression von ICAM-1 durch Behandlung mit anti-BTLA 6A6

200 pg anti-BTLA 6A6 bzw. Kontroll-Antikdrper wurden C57BL/6-Mé&usen am Tag -1 i.p. injiziert und diese
am folgenden Tag i.p. mit 1 * 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert. Am Tag 6 nach der PbA-Infektion
wurden Gefrierschnitte des Gehirns hergestellt. Es wurden CD8" T-Zellen gefarbt (griin), und die Expression
von CD31 (gelb) und ICAM-1 (rot) auf Hirnendothelien wurde immunhistochemisch analysiert. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt. Ein représentatives von drei unabhéngigen Experimenten ist dargestellt.
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3.2.13 Keine systemische Immunsuppression nach Anti-BTLA-Behandlung

Weil in den mit anti-BTLA 6A6 behandelten C57BL/6-Mé&usen die Konzentration an IFN-g im
Serum reduziert war, wurde untersucht, ob die BTLA-Ligation in vivo zur Suppression der T-
Zellaktivierung fuhrte. Dazu wurden Milzzellen von Anti-BTLA- oder Hamster-1gG-behandelten
Mausen am Tag 6 nach der PbA-Infektion isoliert und die Zusammensetzung der Milz sowie die
T-Zellaktivierung durchflusszytometrisch bestimmt. Als Kontrolle wurden dabei Milzzellen aus
uninfizierten Mausen verwendet (Abb. 3.23). Sowohl der prozentuale Anteil an CD4" und CD8"
T-Zellen in der Milz war nach der Applikation von anti-BTLA am Tag -1 und nachfolgende
PbA-Infektion unverandert als auch die Expression von Aktivierungsmarkern in beiden Gruppen
(jeweils gleiche Anteile an CD4" T-Zellen waren CD62L"*"¢ CD69* und CD25%). Daraus
ergibt sich, dass T-Zell-Priming und die Expansion von T-Effektorzellen durch die BTLA-
Ligation nicht inhibiert wurden. AuRerdem fand keine Depletion der BTLA" T-Zellen statt, da

die Zusammensetzung der Milz nach Applikation von anti-BTLA 6A6 unverandert war.
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Abb. 3.23: Kein Einfluss auf die Expression von Aktivierungsmarkern durch anti-BTLA-Behandlung

200 pg anti-BTLA 6A6 bzw. Kontroll-Antikdrper wurden C57BL/6-Médusen am Tag -1 i.p. injiziert und
diese am folgenden Tag i.p. mit 1 * 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert. Am Tag 6 p.i. wurde der
Anteil an CD4" und CD8" T-Zellen in der Milz und die Expression der Aktivierungsmarker CD62L,
CD69 und CD25 auf CD4" T-Zellen bestimmt. Zusétzlich wurde die Frequenz an T, anhand der
Expression des Tq-spezifischen Markers Foxp3 analysiert. Als Kontrolle dienten Milzzellen aus
uninfizierten Mé&usen. Ein représentatives von drei Experimenten ist dargestelt.
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Um einen moglichen Effekt von anti-BTLA 6A6 auf regulatorische T-Zellen zu analysieren,
wurde der Anteil an Trq in der Milz durch intrazellulare Farbung des Teq-Transkriptionsfaktors
Foxp3 bestimmt (Abb. 3.23, rechte Spalte). Hinsichtlich des Anteils an CD4"CD25"Foxp3™ Treq
ergab sich am Tag 6 p.i. kein signifikanter Unterschied zwischen anti-BTLA- und Hamster-1gG-
behandelter Gruppe, so dass ein Effekt der BTLA-Ligation auf die Tg-vermittelte Suppression

der T-Zellaktivierung unwahrscheinlich ist.

Die Inzidenz an CM nach einmaliger Injektion von 200 pg anti-BTLA 6A6 war signifikant
reduziert, wenn diese vor der PbA-Infektion stattfand. Fir eine therapeutische Anwendung wére
die Wirksamkeit jedoch nach dem Auftreten der ersten neurologischen Symptome notwendig.
Um den Effekt der Anti-BTLA-Behandlung zu spateren Zeitpunkten nach der PbA-Infektion zu
testen, wurde anti-BTLA 6A6 an den Tagen 2 und 4 p.i. sowie nach dem Auftreten der ersten
neurologischen Symptome eingesetzt (Tabelle 3.1). Da nach dem Tag 2 p.i. die Applikation des
Anti-BTLA-Antikorpers nicht mehr zu einer Reduktion der Inzidenz an CM fiihrte, scheint die
BTLA-Ligation bereits wahrend des T-Zellprimings erforderlich zu sein.

Tabelle 3.1: Reduzierte Inzidenz an CM bis zum Tag 2 nach PbA-Infektion

Behandlung® Parasitamie an Tag 6 [% + SEM] | Anzahl CM/Gesamtzahl”
Kontroll-Antikorper (Tag -1) 4,76 + 0,56 7/8 (87,5 %)
anti-BTLA (Tag -1) 453 +0,72 2/8 (25,0 %)°
anti-BTLA (Tag 2 p.i.) 4,04 +0,42 2/8 (25,0 %)°
anti-BTLA (Tag 4 p.i.) 5,00 + 1,18 5/8 (62,5 %)’
anti-BTLA (wahrend CM)* n. d. 4/4 (100 %)

2 C57BL/6-Méause wurden mit 1 x 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert, und zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden 200 pg anti-BTLA 6A6 bzw. Hamster-1gG i.p. injiziert. Die Parasitdmie wurde am Tag 6 p.i. bestimmt, und
die Mé&use wurden taglich auf neurologische Symptome beobachtet. Die statistische Analyse der Parasitdmien wurde
mit ANOVA durchgefiihrt. Die Zusammenfassung von zwei unabhangigen Experimenten ist dargestellt.

® Die Anzahl an Mausen, die an CM starben, ist bezogen auf die Gesamtzahl an PbA-infizierten Mausen angegeben.
Der Log-Rank Test wurde angewandt, um das Uberleben der Méause nach Behandlung mit anti-BTLA 6A6 und
Hamster-1gG zu vergleichen.

¢ Die Applikation von anti-BTLA 6A6 erfolgte beim Auftreten der ersten neurologischen Symptome (Ataxie,
Reflexausfalle) zwischen Tag 6 und Tag 8 p.i.

4= p=0.014 (verglichen mit Hamster-1gG)

¢** p=0.006 (verglichen mit Hamster-1gG)

"nicht signifikant, p > 0.05 (verglichen mit Hamster-1gG)
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3.2.14 PbA-Infektion von HVEM™-Mausen

Neben der koinhibitorischen BTLA/HVEM-Interaktion besteht die Moglichkeit, dass HVEM als
Adhésionsmolekul fungiert, dessen Expression (z.B. durch das Hirnendothel) direkt zu einer
Sequestration BTLA-exprimierender T-Zellen beitragt. Um diese Hypothese zu prufen, wurden
HVEM™-Méause, die von Professor Dr. Klaus Pfeffer (Heinrich-Heine-Universitat, Dusseldorf)
zur Verfugung gestellt wurden, mit P. berghei ANKA infiziert. HYEM™-Mause wurden durch
homologe Rekombination generiert, wobei das HVEM-Wildtyp-Allel durch eine Kassette mit
inaktiviertem HVEM-Allel ersetzt wurde (Wang et al., 2005). Die Zucht der auf C57BL/6-
Hintergrund riickgekreuzten HVEM™-Mause erfolgte durch die Paarung von HVEM*"-Méausen.
Die HVEM-Defizienz wurde durch PCR-Amplifikation des HVEM-Wildtyp-Allels bzw. des
inaktivierten Allels in aus Schwanzstlcken isolierter genomischer DNA (berpruft (Abb. 3.24).
Bei homozygoten HVEM™-Mausen waren nur die inaktivierten HVEM-Allele nachweisbar,
wahrend beide Wildtyp-Allele fehlten. Aufgrund der HVEM-Defizienz fehlt in diesen Mausen
die koinhibitorische BTLA/HVEM-Interaktion, gleichzeitig kann jedoch auch die Bindung von
HVEM an LIGHT nicht mehr stattfinden.

bp
1000
800
600
500
Mausstamm - - WT WT HVEM* | HVEM¥- [ HVEM'" | HVEM'”
Primer SP-5 SP-5* SP-5° SP-5' SP-5° SP-5 SP-5° SP-5'

SP-3* | pJAK2 | SP-3* | pJAK2 | SP-3 | pJAK2 | sSP-3 | pJAk2
wT) | (KO) | wn | K.O0) (WT) (K.0.) (WT) (K.0)

Abb. 3.24: Genotypisierung der HVEM™-Mause

Die Abbildung zeigt die Produkte der Genotypisierungs-PCR von Wildtyp-, HVEM*"- und HVEM™-Mausen.
Zur Detektion des Wildtyp-Allels wurden die Primer SP-5" und SP-3” verwendet, wéhrend das inaktivierte
HVEM-Allel mit den Primern SP-5’ und pJAK2 amplifiziert wurde. In HVEM™-Méausen lieferten beide
Primerkombinationen ein PCR-Produkt.
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Wirde HVEM als Adhasionsmolekil fungieren und durch Bindung an BTLA auf T-Zellen
direkt zu deren Sequestration an das Hirnendothel fithren, sollten HVEM™-Mause aufgrund des
Fehlens der BTLA/HVEM-Interaktion nicht mehr an CM erkranken. Bei der PbA-Infektion von
HVEM™-Mausen und C57BL/6-Wildtyp-Mausen zeigte sich jedoch, dass ein vergleichbarer
Anteil der Méuse beider Gruppen an CM verstarb und das Fehlen der BTLA/HVEM-Interaktion
keinen Einfluss auf die Inzidenz an CM hatte (Abb. 3.25 A). Somit scheint auch die Interaktion
des kostimulatorischen Molekiils LIGHT mit HVEM nicht essentiell fir die Induktion der CM
zu sein. Wurden die HVEM™-Mause jedoch am Tag -1 mit anti-BTLA 6A6 behandelt, war die
Inzidenz an CM statistisch signifikant reduziert. Diese Beobachtung stellt einen weiteren Beleg
dafur dar, dass anti-BTLA 6A6 in vivo agonistisch wirkt und BTLA ligiert. Im Fall einer
Blockade der BTLA/HVEM-Interaktion durch den Anti-BTLA-Antikdrper hatte die Behandlung
von HVEM™-Méausen keine Auswirkung auf die Inzidenz an CM gehabt. Der Effekt der BTLA-
Ligation auf die Reduktion der Inzidenz an CM war in den HVEM™-Méusen allerdings geringer
ausgepragt ist als in C57BL/6-Wildtyp-Méausen (vgl. Abb. 3.19). Dies beruht méglicherweise
darauf, dass in den HVEM™-Mausen BTLA nicht durch endogenes HVEM ligiert werden kann,
wéhrend die BTLA/HVEM-Interaktion in den Wildtyp-M&usen neben der Ligation durch den
Anti-BTLA-Antikorper moglich ist. Die Parasitamie in HVEM™-Mausen im Verlauf der PbA-
Infektion war vergleichbar mit den Wildtyp-Mé&usen und blieb auch nach Behandlung mit anti-
BTLA 6A6 unverandert (Abb. 3.25 B). Neben der verringerten Inzidenz an CM fiihrte die Anti-
BTLA-Behandlung der HVEM™-Mause zu einer reduzierten Sequestration von T-Zellen im
Gehirn (Abb. 3.25 C). Anti-BTLA 6A6 wirkte also in vivo nicht als blockierender Antikorper,
sondern agonistisch durch BTLA-Ligation.
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Abb. 3.25: Infektion von HVEM™-Mausen mit PbA

200 pg anti-BTLA 6A6 bzw. Kontroll-Antikorper wurden HVEM™-Mausen am Tag -1 i.p. injiziert und
diese mit 2 * 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert. Als Kontrolle dienten PbA-infizierte C57BL/6-
Wildtyp-Méuse (WT). Die Mause wurden auf neurologische Symptome beobachtet und getétet, wenn sie
CM entwickelten. Der Log-Rank Test wurde zum Vergleich der Uberlebenskurven angewendet (A). Die
Parasitamien wurden am Tag 6 p.i. bestimmt. Die Mittelwerte + SEM sind aufgetragen (HVEM™: n=9,
HVEM™ + anti-BTLA: n=7, WT: n=10). Die Signifikanz wurde mit ANOVA ermittelt (B). Die Anzahl
an CD45'CD8" und CD45'CD4" T-Zellen in Hirnhomogenaten von HVEM™-Méausen nach Behandlung
mit anti-BTLA bzw. Kontroll-AK wurde am Tag 6 p.i. bestimmt (C). Querbalken geben die Mittelwerte
+ SEM der Mause einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit Student’s t-test (unpaired, two-tailed)
berechnet.
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3.2.15 Einfluss von anti-BTLA 6A6 auf die T-Zellinfiltration in die Leber

Die Leber stellt das wichtigste Organ dar, in das aktivierte CD8" T-Zellen infiltrieren und dort
die Apoptose durchlaufen (Crispe et al., 2000). Da anti-BTLA 6A6 die T-Zellsequestration im
Gehirn reduzierte, wurde untersucht, ob ein vergleichbarer Effekt auch in der Leber nachweisbar
war. Dazu wurden Gefrierschnitte der Leber von mit anti-BTLA und Hamster-lgG behandelten
C57BL/6-Mausen am Tag 6 nach der PbA-Infektion angefertigt. Die T-Zellmarker CD4 und
CD8 wurden auf den Schnitten geféarbt und die Anzahl an T-Zellen pro Gesichtsfeld ausgezéhit
(Abb. 3.26). Dabei zeigte sich, dass anti-BTLA 6A6 zu einer verringerten Anzahl an T-Zellen in
der Leber fuhrte, wenngleich der Effekt auf die T-Zellsequestration nicht so ausgepragt war wie
im Gehirn (vgl. Abb. 3.20). So war die Zahl an CD4" T-Zellen nach Anti-BTLA-Behandlung nur

leicht verringert, wahrend die Reduktion der Zahl an CD8" T-Zellen statistisch signifikant war.
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Abb. 3.26: Reduktion der Infiltration von T-Zellen in die Leber nach Behandlung mit anti-BTLA 6A6

200 pg anti-BTLA 6A6 bzw. Kontroll-Antikérper wurden C57BL/6-M&usen am Tag -1 i.p. injiziert und diese
am folgenden Tag i.p. mit 1 * 10° PbA-infizierten Erythrozyten infiziert. Am Tag 6 p.i. wurden Gefrierschnitte
der Leber hergestellt. Die Anzahl an CD4" und CD8" T-Zellen pro Gesichtsfeld ist aufgetragen (Mittelwerte +
SEM von je drei Gesichtsfeldern). Dargestellt ist die Zusammenfassung von drei Experimenten.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss der CTLA-4-Blockade auf den Verlauf der P. yoelii-Infektionen

T-Zellen sind flr protektive Immunreaktionen im Verlauf von Infektionen essentiell, unterliegen
jedoch der Regulation, da eine berschiefende Immunantwort durch unkontrollierte Freisetzung
pro-inflammatorischer Zytokine Pathologie verursacht. In dieser Arbeit sollte die Funktion der
koinhibitorischen Molekilen CTLA-4 und BTLA bei der Regulation von T-Effektorfunktionen

im Verlauf der murinen Malaria untersucht werden.

Im ersten Teil wurde der Einfluss der Blockade des Koinhibitors CTLA-4 auf den Verlauf der P.
yoelii-Infektion in Balb/c-Ma&usen untersucht. Wéhrend die PbA-Infektion eine Tyl-dominierte
pro-inflammatorische Immunantwort auslést, kommt es in der P. yoelii-Infektion zur Freisetzung
von IFN-g, aber auch IL-4, IL-10 und TGF-b (Omer et al., 2003). Zur Kontrolle der Parasitamie
im Verlauf der P. yoelii-Infektion sind Tyl- und Ty2-Antwort gemeinsam notwendig (Riley et
al., 2006). Diese balancierte Immunreaktion stellt eine mogliche Erklarung dafur da, dass im
Verlauf der P. yoelii-Infektion im Gegensatz zur PbA-Infektion keine zerebrale Malaria induziert

wird.

Um den Effekt der CTLA-4-Blockade in einem virulenteren P. yoelii-Modell zu untersuchen, bei
dem eher die pro-inflammatorische Immunantwort dominierte, wurde die Infektion mit der
Variante Py-lethal durchgefiihrt. Diese Variante entstand spontan bei der in vivo-Mauspassage
des nicht-letalen P. yoelii-Stammes Pyl7NL und war durch einen schnelleren Anstieg der
Parasitamie und eine hohere Letalitat (ca. 30 % in Balb/c-Mdausen) gekennzeichnet. Vergleichbar
zur humanen P. falciparum-Infektion (Schlotmann et al., 2000) und der murinen PbA-Infektion
(Jacobs et al., 2002) wurde auch in der Blutphase der Py17NL- und der Py-lethal-Infektion eine
Induktion von CTLA-4 auf CD4" T-Zellen beobachtet. Von CD8" T-Zellen wurde CTLA-4 im

Verlauf der P. yoelii-Infektionen dagegen nicht exprimiert.

Der Verlauf einer Immunantwort hangt nicht nur von der Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokine in der frihen Phase der Infektion ab, die fur Bek&mpfung eingedrungener Pathogene
essentiell ist, sondern auch von der nachfolgenden Aktivierung anti-inflammatorischer bzw.
regulatorischer Signalwege, um Immunpathologie zu verhindern. Fur die P. falciparum-Infektion
wurde gezeigt, dass ein reguliertes Verhaltnis von pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen
wichtig ist, um einerseits Protektion zu erreichen und andererseits Pathologie zu vermeiden

(Chaiyaroj et al., 2004). Vergleichbare Resultate wurden fiir die murine PbA-Infektion erhalten.
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So reduzierte die Suppression anti-inflammatorischer Signale zwar die Parasitdmie, verstarkte
gleichzeitig jedoch die Pathologie, wéhrend die Neutralisierung pro-inflammatorischer Zytokine
den gegenteiligen Effekt hatte (Singh et al., 2002).

CTLA-4 stellt einen Koinhibitor dar, der von T-Zellen im Verlauf der Immunantwort exprimiert
wird und wie CD28 an die B7-Molekiile CD80 und CD86 bindet (Chambers et al., 2001). Dabei
ist CTLA-4 essentiell fiir die Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz, da Mutationen im
CTLA-4-Gen mit einer erhohten Inzidenz an Autoimmunerkrankungen korrelieren (Ueda et al.,
2003). Die wichtige Bedeutung fir CTLA-4 in der Abschaltung von T-Effektorfunktionen wurde
durch die Verwendung von blockierenden Anti-CTLA-4-Antikdrpern bestétigt. Wahrend eine
Blockade von CTLA-4 zu einer verstarkten protektiven Immunantwort gegen Tumoren und
Infektionserkrankungen fuhrte (Gregor et al., 2004; Martins et al., 2004), hatte die CTLA-4-
Blockade bei Autoimmunerkrankungen eine Verschlimmerung des Krankheitsverlaufes zur
Folge (Zhu et al., 2001). Daneben wurde die Blockade der CTLA-4/B7-Interaktion dazu genutzt,
um die Wirksamkeit von Impfungen zu erhéhen (Keler et al., 2003).

Im PbA-Mausmodell resultierte die CTLA-4-Blockade in einem schweren Krankheitsverlauf
(Jacobs et al., 2002). Die Applikation eines blockierenden Anti-CTLA-4-Antikorpers verhinderte
die Abschaltung aktivierter CD4" T-Zellen und wurde von der gesteigerten Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen begleitet, die letztlich zu einer erhdhten Inzidenz an CM und einer
gesteigerten Leberpathologie fiihrte (Jacobs et al., 2002; Jacobs et al., 2004). Dagegen bewirkte
die CTLA-4-Blockade bei einer Prime-Boost-Immunisierung gegen das Circumsporozoiten-
Protein (CSP) von PbA ein effektives Priming von protektiven CD8" T-Zellen und schitzte
Mause vor einer nachfolgenden Infektion mit PbA-Sporozoiten (Tartz et al., 2006).

Neben aktivierten T-Zellen ist CTLA-4 auf der Oberflache von Ty vorhanden, die CTLA-4
konstitutiv exprimieren (von Boehmer, 2005). Um zwischen beiden Zelltypen zu unterscheiden,
wurde der Anteil an Foxp3™ Treq der Milz gemessen. Der Transkriptionsfaktor Foxp3 wird dabei
selektiv von T exprimiert (Sakaguchi, 2005). Im Verlauf der P. yoelii-Infektion wurde in einer
Studie ein Anstieg an Foxp3-mRNA nachgewiesen (Hisaeda et al., 2005). Im Gegensatz dazu
wurde in dieser Arbeit zwar eine deutliche Zunahme der Anzahl der CD4"CTLA-4" T-Zellen
beobachtet, wobei der Anteil der Foxp3™ T-Zellen in der Milz in den P. yoelii-Infektionen jedoch
unverandert blieb. Diese Diskrepanz kann entweder durch eine sehr kurzzeitige Induktion der
Foxp3-Expression verursacht sein oder durch das Auswandern von Foxp3™ Tyq aus der Milz. Da
am Tag 6 nach P. yoelii-Infektion 25 % der CD4" T-Zellen CTLA-4 exprimierten, handelt es
sich bei einem Grofteil der CD4"CTLA-4" T-Zellen in der Milz um aktivierte CD4" T-Zellen.
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Nach der CTLA-4-Blockade stieg der Anteil an aktivierten CD4" T-Zellen im Verlauf der
Py17NL-Infektion, und die Mduse zeigten einen verkirzten Krankheitsverlauf mit reduzierter
Parasitdmie. Diese verstarkte T-Zellaktivierung korrelierte mit einer Zunahme der Konzentration
an IFN-g, aber auch IL-4 und IL-10 im Serum. Dies verdeutlicht, dass die CTLA-4-Blockade
nicht das Zytokinmuster der Immunantwort veranderte, sondern die bei der P. yoelii-Infektion
ablaufende Immunreaktion verstarkte. Indem durch die CTLA-4-Blockade die Abschaltung der
aktivierten T-Zellen verhindert wurde, kam es gleichermafen zu einer Stimulation der Ty1- und
Tu2-Antwort. Im Gegensatz dazu induzierte die CTLA-4-Blockade im Verlauf der virulenteren
Py-lethal-Infektion eine gesteigerte Letalitat. Wie bei der Infektion mit Py17NL verursachte die
Anti-CTLA-4-Behandlung eine verstéarkte T-Zellaktivierung, aber bei der Infektion mit Py-lethal
wurde die gesteigerte IFN-g-Produktion von einer Zunahme der Konzentration an TNF-a im
Serum begleitet. Da TNF-a nicht nur fur die Inhibition der Parasitenreplikation wichtig ist,
sondern auch Pathomechanismen induziert (Grau et al., 1987), stellt die gesteigerte TNF-a-
Sekretion wahrscheinlich die Ursache fiir die Leberpathologie und den starken Gewichtsverlust
in den infizierten Balb/c-Md&usen dar. Eine zu starke Stimulation der bei der Py-lethal-Infektion
ohnehin schon Tyl-dominierten Immunantwort ist also offensichtlich gefahrlich, weil diese zu
verstarkter Pathologie fuhrt. Diese Beobachtung ist konsistent mit Studien in IL-10-defizienten
Maéusen, die bei der Infektion mit P. chabaudi ebenfalls eine gesteigerte Pathologie und Letalitét
zeigten (Sanni et al., 2004).

Im Verlauf der PbA-Infektion wurde die Infiltration von T-Zellen in die Leber und andere
periphere Organe nachgewiesen (Jacobs et al., 2004). Vor allem in der Leber werden aktivierte
T-Zellen abgeschaltet, so dass eine Pathologie vermieden wird. Diese Abschaltung war nach der
CTLA-4-Blockade verhindert, so dass es in Folge der Inflammation zu einer Leberschédigung
kam. Im Verlauf der Pyl7NL- und Py-lethal-Infektion wanderten ebenfalls T-Zellen in das
Leberparenchym ein (Daten nicht dargestellt). Es bleibt zu untersuchen, ob die regulierte
Produktion von Tyl1- und Ty2-Zytokinen bei der P. yoelii-Infektion daftr verantwortlich ist, dass

im Normalfall keine Immunpathologie auftritt.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die Bedeutung von CTLA-4 fir die Protektion und
Pathologie im Verlauf der murinen Malaria nachgewiesen. CTLA-4 wurde in den P. yoelii-
Infektionen auf aktivierten CD4" T-Zellen induziert. Die in vivo-Blockade von CTLA-4 zeigte,
dass dieses Molekul einen wichtigen Regulator der Immunantwort im Verlauf der P. yoelii-
Infektion darstellt, durch dessen Expression die T-Zellantwort limitiert und eine uberschieRende

Inflammation verhindert wird.
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4.2 Klonierung, Expression und Charakterisierung des BTLA-Ig-Fusionsproteins

Ig-Fusionsmolekdle stellen wichtige Hilfsmittel dar, um die Funktion von Adhdsionsmolekiilen,
Zytokinen und Kostimulatoren in vitro und in vivo zu untersuchen (Chapoval et al., 2002). Mit
ihrer Hilfe lasst sich beispielsweise die Expression ihrer Liganden auf Zellen analysieren, wie flr
VCAM-1-1g und dessen Bindung an VLA-4 gezeigt wurde (Jakubowski et al., 1995). Zudem
kdnnen Zytokine mit dem F.-Fragment humaner oder muriner Antikdérper verknlpft werden und
in dieser Form zur Immuntherapie eingesetzt werden. In einem Mausmodell fur Typ-I-Diabetes
wurde IL-4-1g zur Modulation der Immunantwort eingesetzt und flihrte zu einer Reduktion von
Tul-Zytokinen (Walz et al., 2002). Die wichtigste Bedeutung haben die Ig-Fusionsmolekile
jedoch bei der Aufklarung von kostimulatorischen Signalwegen und der Intervention in diese. So
verhinderte CD40-1g in einem allogenen Transplantationsmodell die Abstoung transplantierter
Organe, weil es den Kostimulator CD40-L blockierte (Guillonneau et al., 2007). Auch B7.2-1g
und PD-L1-1g wurden zur Immunmodulation verwendet (Yamaguchi et al., 2004; Ding et al.,
2006). Therapeutisch spielt CTLA-4-Ig (Abatacept) die grofite Rolle, das bereits in klinischen
Studien zur Therapie der rheumatoiden Arthritis mit Erfolg eingesetzt wurde (Kremer et al.,
2003; Perniok et al., 2003). Im Mausmodell flhrte die kombinierte Immuntherapie mit CD40-1g
und CTLA-4-Ig zu verringerten AbstoRungsreaktionen in allogenen Transplantationsmodellen
(Yamashita et al., 2003; Kanaya et al., 2003). In zahlreichen Studien wurden adenovirale
Transfektionssysteme verwendet, um die effektive Konzentration an CTLA-4-Ig durch dessen
Expression am Ort der Inflammation zu erhéhen (Laumonier et al., 2003; Guillot et al., 2000;
Guillot et al., 2003).

Um die Bedeutung der BTLA/HVEM-Interaktion ndher zu untersuchen, wurde im zweiten Teil
der Arbeit ein BTLA-Ig-Fusionsprotein, das aus dem extrazellularen Anteil des murinen BTLA-
Molekils und dem F.-Fragment des humanen 1gG;-Molekiils bestand, kloniert, exprimiert und
charakterisiert. BTLA-Ig wurde aus dem Uberstand transfizierter CHO-Zellen aufgereinigt und
wies eine hohe Reinheit auf. Bindungsstudien mit dem generierten BTLA-Ig-Fusionsprotein auf
HVEM-transfizierten Zellen zeigten, dass es spezifisch an den Liganden HVEM band und somit
funktionell war. Die Untersuchung der Funktion der BTLA/HVEM-vermittelten Regulation beli
der T-Zellaktivierung erfolgte durch die Stimulation von Milzzellen mit anti-CD3 in Gegenwart
von BTLA-Ig. In diesem in vitro-Testsystem flihrten zunehmende Konzentrationen an BTLA-Ig
zu einer gesteigerten T-Zellproliferation und IL-2-Produktion. Dabei war der Effekt war am
deutlichsten ausgepragt, wenn die Zellen mit einer niedrigen Konzentration anti-CD3 stimuliert

wurden, und wurde bei starkeren Stimuli Gber den TCR geringer. Die Ergebnisse bestatigen die
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Funktion von BTLA als koinhibitorisches Molekil, da in diesem Testsystem BTLA-Ig an
HVEM band, das von APCs und naiven B- und T-Zellen exprimiert wurde. Durch Absattigung
von HVEM auf deren Oberflache wurde die Interaktion mit BTLA auf den T-Zellen verhindert.
Weil somit kein negatives Signal im Verlauf der T-Zellaktivierung an die BTLA™ T-Zelle

gegeben wurde, proliferierten die stimulierten T-Zellen in Gegenwart von BTLA-Ig starker.

Mit Hilfe des generierten BTLA-Ig-Fusionsproteins wurde somit die koinhibitorische Funktion
von BTLA in vitro bestétigt. Gleichzeitig wurde in einem in vitro-Testsystem, in dem naive
CD4"CD25 T-Zellen mit CD4"CD25" Ty kokultiviert wurden, die Funktion von BTLA bei der
Treg-vermittelten Suppression der T-Zellproliferation und IL-2-Produktion untersucht. Da die
Suppression dieser T-Zellfunktionen in Gegenwart von BTLA-Ig nicht aufgehoben wurde, ist die
BTLA/HVEM-Interaktion hierfur vermutlich nicht essentiell. Dies steht ebenfalls im Einklang
mit bereits publizierten Daten, die zeigen, dass BTLA zwar auf anergen T-Zellen vorhanden ist,

im Gegensatz zu CTLA-4 und PD-1 jedoch nicht von T exprimiert wird (Hurchla et al., 2005).

Die mit dem BTLA-Ig-Konstrukt stabil transfizierten CHO-Zellen wurden in einem Bioreaktor
(350 ml) kultiviert. Die Aufreinigung von Kulturtiberstand nach einer Expression uber vier bis
sechs Wochen lieferte jeweils 100 bis 200 pg an BTLA-Ig, was hinsichtlich einer Verwendung
in vivo eine zu geringe Menge darstellte. Somit sind Optimierungen beim Expressionsvektor und
der verwendeten Zellinie erforderlich, um die Ausbeute an BTLA-Ig zu erh6hen. Dennoch
wurde BTLA-Ig in vivo eingesetzt, um einen modglichen Einfluss auf den Verlauf der murinen
Malaria zu untersuchen. Allerdings hatte die einmalige Injektion von 20 pug BTLA-Ig (entsprach
einer Dosis von 1 mg/kg) vor der PbA-Infektion keine Auswirkung auf die Parasitdmie und den
Krankheitsverlauf, da alle infizierten Mause nach der Behandlung mit BTLA-Ig oder PBS an
CM verstarben. Mdglicherweise war die zu geringe Dosis an BTLA-Ig verantwortlich daftr,
dass kein Effekt von BTLA-Ig in der PbA-Infektion nachgewiesen wurde. In einigen Studien mit
anderen Ig-Fusionsproteinen wurden zwar vergleichbare Mengen an Ig-Fusionsmolekul in vivo
eingesetzt (Daikh et al., 1997), oft erfolgten aber haufigere Gaben oder adenovirale Vektoren
wurden zur in vivo-Transfektion verwendet (Wang et al., 2002; Mihara et al., 2000; Guilloneau
et al., 2007). Eine plausiblere Erklarung dafur, dass kein Effekt von BTLA-Ig auf die Inzidenz an
CM beobachtet wurde, ist jedoch, dass BTLA-Ig in vitro die koinhibitorische BTLA/HVEM-
Interaktion blockierte. Daher war eigentlich eine Verschlimmerung des Krankheitsverlaufes nach
der Applikation von BTLA-Ig zu erwarten. Fir therapeutische Zwecke, d.h. zur Reduktion der
Inzidenz an CM, kame eher die Verwendung von LIGHT-Ilg in Betracht, weil dadurch die
Kostimulation durch die Bindung von HVEM an LIGHT auf den aktivierten T-Zellen blockiert
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wirde. Zudem waére aufgrund der unterschiedlichen Bindungsstellen von HVEM an BTLA bzw.
LIGHT in Gegenwart von LIGHT-Ig die BTLA/HVEM-vermittelte Koinhibition weiter mdglich
(Compaan et al., 2005). Auch die Generierung von HVEM-Ig wére nutzlich, um die Bedeutung
der Balance zwischen Koinhibition/Kostimulation tGber die HYVEM/BTLA- und HVEM/LIGHT-
Interaktion im Verlauf der murinen Malaria naher zu charakterisieren. Da HVEM-Ig an BTLA
und an LIGHT binden wirde, kdnnte man dadurch sowohl die kostimulatorische als auch
koinhibitorische Interaktion unterbinden. Auf diese Weise lieRe sich die Bedeutung der beiden

Signalwege flr den Verlauf der PbA-Infektion untersuchen.

4.3 Induktion von BTLA im Verlauf der PbA-Infektion

Im letzten Teil der Arbeit wurde anhand der P. berghei ANKA-Infektion von C57BL/6-Mausen
untersucht, ob BTLA im Verlauf der Malaria auf T-Zellen induziert wurde. Die Induktion des
Koinhibitors CTLA-4 auf aktivierten CD4" T-Zellen im Verlauf der PbA-Infektion wurde bereits
beschrieben und dessen Funktion bei der Modulation von T-Effektorfunktionen in der Malaria
nachgewiesen (Jacobs et al., 2002; Jacobs et al., 2004). Neben CTLA-4 stellt BTLA ein weiteres
koinhibitorisches Molekdl auf T-Zellen dar, dessen Ligation durch HVEM letztlich Uber ITIM-
Motive in der intrazellularen Domane zu reduzierten T-Effektorfunktionen fuhrt (Watanabe et
al., 2003). Im Gegensatz zu CTLA-4 wird BTLA jedoch konstitutiv von CD4" und CD8" T-
Zellen exprimiert, wahrend der T-Zellaktivierung in vitro aber weiter hochreguliert (Han et al.,
2004). In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass im Verlauf der PbA-Infektion BTLA verstérkt
von CD4" und CD8" T-Zellen in der Milz exprimiert wurde, was den Ergebnissen bei der in
vitro-Stimulation von T-Zellen entsprach. Kirzlich wurde in einem murinen Allergiemodell die
essentielle Bedeutung von BTLA fiir die Beendigung der Immunantwort gezeigt, da BTLA™-
Méuse einen verlangerten Krankheitsverlauf aufwiesen (Deppong et al., 2006). Zudem kam es in
den BTLA™-Mausen zu einer verstarkte Inflammation der Lunge, die durch die Infiltration von
Lymphozyten und Eosinophile hervorgerufen wurde. Im Verlauf dieser Tyx2-dominierten
Immunantwort war die BTLA-Expression auf CD4" T-Zellen, die aus der broncho-alveolaren
Flissigkeit isoliert wurden, gesteigert. Die Induktion von BTLA im murinen Allergiemodell ist
konsistent mit der in der PbA-Infektion beobachteten gesteigerten BTLA-Expression auf CD4"
und CD8" T-Zellen der Milz. Der Anstieg der BTLA-Expression auf den T-Zellen dieses
zentralen lymphatischen Organs beruht vermutlich darauf, dass in der Blutphase der Malaria eine
grolRe Zahl an Parasiten-infizierten Erythrozyten vorliegt, die in der Milz eliminiert werden. Auf

diese Weise wird den T-Zellen eine grofle Menge an PbA-Antigen durch die APCs der Milz
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prasentiert. Das T-Zellpriming fiihrt zur Expansion Antigen-spezifischer CD4" T-Zellen, die zur
Beseitigung Parasiten-infizierter Erythrozyten beitragen. Im Verlauf der erythrozytéren Phase
wird aber auch die angeborene (unspezifische) Immunantwort ausgel6st (Stevenson et al., 2006).
Rezeptoren auf APCs, wie die Mitglieder der Toll-like Rezeptorfamilie erkennen konservierte
Antigenstrukturen von Pathogenen und bilden den ersten Kontakt mit dem Immunsystem des
Wirtes (Akira et al., 2006). TLR-vermittelte Signale fihren zur Aktivierung von MAP-Kinasen
oder Transkriptionsfaktoren wie NFKB und dadurch zur Expression von pro-inflammatorischen
Zytokinen (Zhu et al., 2005; Franklin et al., 2007; Lepenies et al; 2007). Studien in diversen
Mausmodellen der Malaria haben gezeigt, dass die friihe Freisetzung von TNF-a und IFN-g in
der Blutphase notwendig fiir die Kontrolle der Parasitdmie ist (de Souza et al., 1997; Mitchell et
al., 2005). Wahrend in der frihen Phase der Infektion vor allem NK-Zellen und gd-T-Zellen eine
wichtige Quelle fur IFN-g darstellen, werden im weiteren Verlauf naive T-Zellen in der Milz von
APCs durch die Préasentation prozessierter Parasitenantigene Uber MHC-11-Molekile aktiviert
(Kobayashi et al., 2007; D’Ombrain et al, 2007; Stevenson et al., 2006). Die induzierten Ty1-
Zellen Gbernehmen die IFN-g-Produktion von den NK-Zellen und aktivieren Makrophagen zur

Freisetzung von Immunmediatoren wie NO oder auch TNF-a (Riley et al., 2006).

Da eine zu starke Tyl-Immunantwort Pathologie induziert, werden bei der T-Zellaktivierung
regulatorische Molekiile exprimiert, die eine tberschieRende Immunantwort verhindern. Insofern
war die beobachtete BTLA-Induktion auf CD4" und CD8" T-Zellen der Milz wahrend der PbA-
Infektion ein erster Hinweis, dass die BTLA/HVEM-Interaktion in diesem Infektionsmodell bei
der Modulation der Immunantwort eine Rolle spielen konnte. Neben der verstarkten BTLA-
Expression auf T-Zellen der Milz kam es im Verlauf der PbA-Infektion zu einer Induktion von
BTLA-mRNA in Gehirn, Leber und Niere, die durch die Infiltration von BTLA" T-Zellen in
diese Organe ausgeldst wurde. Dies ist von Bedeutung, weil CD4" und CD8" T-Zellen eine
zentrale Rolle bei der Pathologie der Malaria spielen. So stellt eine Glomerulonephritis eine im
Verlauf einer Malariaerkrankung héaufig auftretende Komplikation dar (Eiam-Ong, 2003). Diese
Organmanifestation wird durch die Infiltration von T-Zellen in die Niere ausgeldst und ist somit
ein immunpathologisches Ereignis. In der Leber waren im Verlauf der PbA-Infektion ebenfalls
verstarkt T-Zellen nachweisbar, die zudem BTLA exprimierten. Im Verlauf einer Immunantwort
akkumulieren aktivierte CD8" T-Zellen in der Leber, wo in ihnen eine Apoptose induziert wird
(Crispe et al., 2000). Somit kommt der Leber eine grundlegende Bedeutung bei der Regulation
von Immunantworten in der Peripherie und der Aufrechterhaltung der Toleranz zu. Fir BTLA

wurde ebenfalls eine Beteiligung an der peripheren Toleranz postuliert. Es bleibt zu untersuchen,
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ob BTLA-abhéngige Mechanismen bei der Modulation der Leberpathologie im Verlauf der

Malaria eine Rolle spielen.

Eine wichtige Voraussetzung dafir, dass die BTLA/HVEM-Interaktion in der Peripherie an der
T-Zellregulation mitwirkt, ist die Bindung von BTLA® T-Zellen an HVEM-exprimierende
Zellen. In einer Studie wurde beschrieben, dass die HVEM-Expression nicht auf Zellen des
Immunsystems beschrankt ist, sondern auch Endothelzellen HVEM exprimieren (Chang et al.,
2005). Im Verlauf der PbA-Infektion wurde eine Induktion von HVEM-mRNA im Gehirn
beobachtet, die bei Mausen mit CM weiter gesteigert war. Da kein flr die Durchflusszytometrie
oder Immunhistochemie geeigneter Anti-HVEM-Antikérper vorhanden war, wurde jedoch in
dieser Arbeit nicht ndher untersucht, ob die gesteigerte HVEM-Expression wahrend der CM
durch die Induktion von HVEM auf Hirnendothel oder die Sequestration von HVEM™ T-Zellen

bedingt war.

4.4 Einfluss von anti-BTLA 6A6 auf die Inzidenz an zerebraler Malaria

Um zu untersuchen, ob BTLA funktionell an der T-Zellregulation in der murinen Malaria und
der Modulation der Pathologie beteiligt ist, wurde ein Anti-BTLA-Antikorper (Klon 6A6) in vivo
eingesetzt. Dieser wurde als ein blockierender Antikorper beschrieben, da er die Bindung eines
HVEM-Ig-Fusionsproteins an BTLA in vitro inhibierte (Hurchla et al., 2005). Anti-BTLA 6A6
wurde in dieser Arbeit in einem in vitro-Testsystem charakterisiert, in dem TCR-transgene CD8"
T-Zellen in Gegenwart von anti-BTLA 6A6 stimuliert wurden. Der transgene T-Zellrezeptor der
CD8" T-Zellen war dabei spezifisch fiir das Peptid OVAys7.064, das im Komplex mit MHC-I-
Molekiilen des Haplotyps H2-K® auf der Oberflache von APCs prasentiert wird (Hogquist et al.,
1994). Uberraschenderweise wurde eine reduzierte Produktion an IL-2 gemessen, wenn OT1-
Zellen mit OV A;57-264 in Gegenwart von Platten-gebundenem anti-BTLA 6A6 stimuliert wurden.
Dieses Ergebnis lieR darauf schlieBen, dass anti-BTLA 6A6 nicht nur die BTLA/HVEM-
Interaktion blockierte, sondern gleichzeitig BTLA ligierte und somit als agonistischer Antikorper
wirkte. Jedoch war dies nur dann der Fall, wenn anti-BTLA 6A6 in Platten-gebundener Form
eingesetzt wurde, da in loslicher Form kein Effekt auf die Proliferation oder Zytokinsekretion
von T-Zellen in vitro nachweisbar war. Die Injektion von 200 ug anti-BTLA 6A6 einen Tag vor
der PbA-Infektion bewirkte eine statistisch signifikante Reduktion der Inzidenz an CM in den
C57BL/6-Mausen im Vergleich zur Behandlung mit Kontrollantikérper. Zugleich wurden am
Tag 6 p.i. verringerte Konzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokinen 1L-18, IFN-g und
IL-6 im Serum der mit anti-BTLA behandelten Mause detektiert.
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Die Blockade des Koinhibitors CTLA-4 im Verlauf der PbA-Infektion fiihrte in C57BL/6-
Mausen zu einer erhdhten Inzidenz an CM und gesteigerten Letalitat (Jacobs et al., 2002). Diese
wurde durch eine verstarkte T-Zellaktivierung verursacht, die eine vermehrte Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine zur Folge hatte. Im Gegensatz dazu bewirkte die CTLA-4-Blockade
in Infektionsmodellen der Leishmaniose, der Infektion mit dem Nematoden Nippostrongylus
brasiliensis und der Helicobacter pylori-induzierten Gastritis eine verstarkte T-Zellantwort, die
protektiv war (Murphy et al., 1998; McCoy et al., 1997; Watanabe et al., 2004). Diese Studien
dokumentieren, dass T-Zellen einerseits zur Protektion beitragen, andererseits —wie in der PbA-
Infektion— aber auch Pathologie induzieren kénnen, so dass T-Effektorfunktionen im Verlauf
einer Immunantwort genau reguliert werden missen. Der Koinhibitor BTLA ist wie CTLA-4 im
Verlauf der PbA-Infektion offenbar an der Modulation der Immunantwort beteiligt, da seine

Ligation zu einer verringerten Zytokinproduktion und einer reduzierten Inzidenz an CM fiihrte.

Die reduzierte Inzidenz an CM im Verlauf der PbA-Infektion nach der Anti-BTLA-Behandlung
ging mit einer verringerten Anzahl an sequestrierten CD4" und CD8" T-Zellen im Gehirn einher.
In zahlreichen Studien wurde im PbA-Mausmodell gezeigt, dass wéhrend der CM Leukozyten
im Hirn akkumulieren (Neill et al., 1992; Hearn et al., 2000). Eine Untersuchung der Kinetik
zeigte, dass die Infiltration der Leukozyten zeitgleich zum Auftreten der ersten neurologischen
Symptome stattfindet. Der groRte Teil der im Gehirn sequestrierten Leukozyten wird dabei von
Makrophagen, T-Zellen und Neutrophilen gebildet, wahrend DCs, B-Zellen und NK-Zellen zu
einem geringeren Teil vorliegen (Belnoue et al., 2002). Studien, in denen neutralisierende
Antikorper oder T-Zell-defiziente Mduse verwendet wurden, belegen, dass T-Zellen essentiell
fiir die Induktion der CM sind. So sind SCID-Mause, Thymus-defiziente (,,nude*) Mause oder
RAG”-Mause vor CM geschiitzt (Finley et al., 1982; Grau et al., 1986; Yanez et al., 1996;
Boubou et al., 1999). Quantitative Analysen im Gehirn von Madusen mit CM zeigten, dass es
wahrend der CM zu einer selektiven Zunahme an CD8" T-Zellen kommt. So vermittelte die
Depletion von CD8" T-Zellen am Tag 6 p.i., einen Tag vor dem Auftreten der neurologischen
Symptome, Schutz vor CM (Belnoue et al., 2002). Dies wurde durch den adoptiven Transfer von
CD8" T-Zellen aus der Milz von Mausen mit CM in RAG-2"-Mause bestatigt, da sie in das
Gehirn der Rezipienten einwanderten und in ihnen CM auslosten (Nitcheu et al., 2003). Aus
Hirnhomogenaten aufgereinigte CD8" T-Zellen haben einen CD44"CD62L -Phénotyp, sind also
aktivierte T-Zellen (Nitcheu et al., 2003; Bagot et al., 2004). Die selektive Anreicherung von
CD8'CD62L"*"8 T-Zellen im Hirn von Mausen, die CM entwickelten, wurde in dieser Arbeit

ebenfalls nachgewiesen.
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Die reduzierte Inzidenz an CM nach der Anti-BTLA-Behandlung wurde von einem Riickgang
der Anzahl an CD8" T-Zellen um 50 % begleitet. Sofern es sich bei den CD8" T-Zellen um die
entscheidenden Mediatoren bei der Induktion der CM handelt, ist die durch anti-BTLA bedingte
reduzierte Inzidenz an CM vermutlich auf die verminderte Sequestration an CD8" T-Zellen
zuriickzufiihren. Ein vergleichbarer Effekt wurde jedoch auch fiir die CD4" T-Zellen beobachtet.
Insgesamt war die Anzahl an CD4" T-Zellen im Gehirn von Mausen mit CM im Vergleich zu
den CD8" T-Zellen niedriger, allerdings wurde auch bei ihnen eine selektive Anreicherung im
Verlauf der PbA-Infektion beobachtet. Dies entspricht publizierten Daten, in denen ebenfalls ein
Anstieg der CD4" T-Zellen im Gehirn von PbA-infizierten Mausen und sogar eine Beteiligung
der sequestrierten CD4" T-Zellen an der Pathogenese der CM nachgewiesen wurde (Yanez et al.,
1996; Boubou et al., 1999; Belnoue et al., 2002). Da die Akkumulation von T-Zellen im Gehirn
zeitgleich mit den neurologischen Symptomen auftritt, findet das T-Zellpriming nicht erst dort
statt, sondern bereits in der Milz. Entsprechend waren Mduse, die einer Splenektomie unterzogen
und anschlieBend mit P. berghei K173 infiziert wurden, vor CM geschitzt (Curfs et al., 1989;
Hermsen et al., 1988). In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass eine einmalige
Applikation von 200 pg anti-BTLA 6A6 einen Tag vor der PbA-Infektion und am Tag 2 p.i. zu
einem Schutz der C57BL/6-Mduse vor CM flhrte, jedoch ab Tag 4 p.i. nicht mehr wirksam war.
Dies dokumentiert, dass das koinhibitorische Signal tber BTLA in vivo wahrscheinlich schon
beim T-Zellpriming notwendig ist, da bei einer Applikation nach Tag 2 p.i. die Infiltration von
T-Zellen in das Gehirn nicht mehr inhibiert wurde. Es ist bekannt, dass kostimulatorische
Signale flr ein effizientes T-Zellpriming erforderlich sind. Dabei ist eine Vielzahl von
Molekiilen wie CD28, CD40L, 4-1BB, OX40L und ICOS auf den T-Zellen sowie CD40, CD80,
CD86, OX40 und ICOS-L auf den APCs an diesem Prozess beteiligt (Frauwirth et al., 2002).
Auch Adhéasionsmolekile (LFA-1, ICAM-1) wirken als Kostimulatoren beim T-Zellpriming
(Sharpe, 1995). Die Expression dieser Molekile wird wesentlich durch pro-inflammatorische
Zytokine, insbesondere IFN-g, reguliert, dessen Konzentration wéhrend der CM gesteigert ist
(Amani et al., 2000; Bauer et al., 2002). CD40™"- und CD40L"-Mause sind resistent gegeniiber
CM, so dass diese Kostimulatoren entscheidend an der Pathogenese der CM beteiligt sind (Favre
et al., 1999; Piguet et al., 2001; Li et al., 2003). ICAM-1"-Mause erkranken ebenfalls nicht an
CM, und auch die Behandlung von Mausen mit Antikorpern gegen LFA-1 verhinderte die T-
Zellsequestration und vermittelte Schutz vor CM (Grau et al., 1991; Falanga et al., 1991). Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass Kostimulatoren und Adhéasionsmolekiile als Mediatoren der CM

von essentieller Bedeutung sind.
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Ein mdoglicher Mechanismus, Uber den die Pathogenese der CM erklart werden kann, ist die
Phagozytose von infizierten Erythrozyten, deren Prozessierung und nachfolgende Présentation
von PbA-Antigen durch Endothelzellen des Hirns. Dieser Prozess wird dadurch beglinstigt, dass
die Blut-Hirn-Schranke im Verlauf der PbA-Infektion durchlassig wird (Clark et al., 1987,
Thumwood et al., 1988; Combes et al., 2004). Wéhrend ruhende Endothelzellen schlechte APCs
darstellen, préasentieren sie nach Stimulation durch Zytokine, insbesondere TNF-a und IFN-g,
Antigene sehr effektiv (Pober et al., 1991). MHC-I- und MHC-I1I-Molekiile werden im Verlauf
der PbA-Infektion auf dem Hirnendothel hochreguliert (Monso-Hinard et al., 1997). Dabei ist die
Induktion von MHC-I1I-Molekiilen auf Endothelzellen nach der Stimulation mit IFN-g auf
Mausstdmme beschrénkt, die suszeptibel fir CM sind. Zudem ist seit langem bekannt, dass die
systemische Feisetzung pro-inflammatorischer Zytokine im Verlauf der PbA-Infektion essentiell
fiir die Entwicklung der CM ist (Grau et al., 1987; Grau et al., 1990).

Somit ergibt sich folgendes Modell der Wirkung von anti-BTLA: Die Ligation von BTLA in
vivo durch die Applikation von anti-BTLA 6A6 flhrt beim T-Zellpriming dazu, dass der Anteil
an Tyl-Zellen und/oder die systemische Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine reduziert
ist. Dies hat mdglicherweise eine verringerte Endothelaktivierung und reduzierte Prozessierung
von PbA-Antigen zur Folge. Die dadurch bedingte verminderte T-Zellsequestration an das
Hirnendothel bewirkt die Reduktion der Inzidenz an CM. Jedoch ist zu beriicksichtigen, dass die
Sequestration von T-Zellen nicht vollig inhibiert war, sondern nur auf etwa 50 % reduziert war.
Aullerdem hatte anti-BTLA 6A6 keinen Einfluss auf die Expression des Adhasionsmolekiils
ICAM-1 auf Hirnendothel, da ICAM-1 nach Behandlung mit anti-BTLA und Kontrollantikdrper
im Verlauf der PbA-Infektion gleichermalien induziert wurde. Dies schliefst allerdings eine
verringerte Endothelaktivierung nicht aus, zumal die immunhistochemische Quantifizierung der
ICAM-1-Expression nur ndherungsweise moglich war. Fur die Verschiebung der Immunantwort
von Tyl zu T2 als mogliche Ursache fur die reduzierte Inzidenz an CM spricht, dass fir BTLA
eine Funktion bei der Tyl/Ty2-Differenzierung postuliert wurde. So wurde BTLA von Tyl-
Zellen nach der T-Zellaktivierung dauerhaft exprimiert, wohingegen die BTLA-Expression auf

Tn2-Zellen wieder herunterreguliert wurde (Watanabe et al., 2003).
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4.5 PbA-Infektion von HVEM™-Mausen

Da HVEM nicht nur von ruhenden B- und T-Zellen, NK-Zellen, Monozyten und DCs exprimiert
wird, sondern auch von Endothelzellen, wurde untersucht, ob HVEM als Adhésionsmolekil
durch Bindung an BTLA" T-Zellen deren Akkumulation in Hirn bewirkt. In diesem Fall wiirde
die reduzierte Inzidenz an CM nach der Anti-BTLA-Behandlung tatsachlich auf einer Blockade
der BTLA/HVEM-Interaktion beruhen. Um die Bedeutung von HVEM fir die Sequestration von
T-Zellen zu untersuchen, wurden HVEM-defiziente M&use mit PbA infiziert. Dabei ist zu
beriicksichtigen, dass HVEM nicht nur an BTLA, sondern auch an LIGHT, ein Mitglied der
TNF-Superfamilie bindet, und dadurch ein kostimulatorisches Signal an die LIGHT" T-Zelle
(ibermittelt (Wang et al., 2004). Da die HVEM™-Mause eine vergleichbare Parasitimie und
Inzidenz an CM aufwiesen wie Wildtyp-Méause, scheint die kostimulatorische LIGHT/HVEM-
Interaktion weder an der Kontrolle der Parasitdmie noch an der Induktion der CM beteiligt zu
sein. Aullerdem schliefl3t diese Beobachtung aus, dass die BTLA/HVEM-Interaktion direkt an der
Adhéasion von T-Zellen an das Hirnendothel mitwirkt, wie dies fur die LFA-1/ICAM-1-
Interaktion beschrieben wurde (Grau et al., 1991; Falanga et al., 1991). Dass die Behandlung mit
anti-BTLA 6A6 auch in HVEM™-Mausen zu einer verminderten Sequestration von T-Zellen im
Gehirn flhrte, ist ein weiterer Beleg daflr, dass die reduzierte Inzidenz an CM durch die
Ligation von BTLA und nicht eine Blockade der BTLA/HVEM-Interaktion bewirkt wurde.

In zwei Studien wurde anti-BTLA 6A6 bisher eingesetzt und als blockierender Antikdrper
beschrieben: In einem Transplantationsmodell wurden allogene Herztransplantate von Wildtyp-
Mausen mehr als 100 Tage toleriert, wahrend sie in BTLA”-Mausen innerhalb kurzer Zeit
abgestolen wurden (Tao et al., 2005). Diese beschleunigte AbstoBung konnte in Wildtyp-
Mausen auch durch die Behandlung mit anti-BTLA 6A6 erzielt werden. In einer neueren Arbeit
wurde anti-BTLA 6A6 im Modell der akuten Graft-vs.-Host-Erkrankung (GvH) eingesetzt
(Hurchla et al., 2007). Wahrend der Transfer von BTLA" T-Zellen in allogene Rezipienten eine
GvH-Erkrankung ausléste, fiihrte der Transfer von BTLA™ T-Zellen (iberraschenderweise nicht
zur Ausbildung der GvH-Erkrankung. Dieser Befund deutete auf eine unerwartete Funktion von
BTLA bei der Aufrechterhaltung der Immunantwort hin und zeigte, dass BTLA moglicherweise
nicht nur als Koinhibitor, sondern unter bestimmten Bedingungen als Kostimulator fungieren
kann. Die Applikation von anti-BTLA 6A6 verhinderte die Ausbildung der GvH-Erkrankung
und wirkte immunregulatorisch, was ebenfalls der Blockade der BTLA/HVEM-Interaktion

zugeschrieben wurde. Da im Rahmen dieser Arbeit jedoch gezeigt wurde, dass die Inzidenz der
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CM in PbA-infizierten HVEM™ -Mausen durch anti-BTLA 6A6 reduziert werden konnte, wirkt

der Antikorper in vivo zumindest unter den hier vorliegenden Bedingungen ligierend.

Um auszuschlieBen, dass die reduzierte Inzidenz der CM auf der Depletion von BTLA" T-Zellen
beruhte, wurde die Zusammensetzung der Milz und der Anteil an aktivierten T-Zellen analysiert.
Da keine Unterschiede zwischen anti-BTLA- und Hamster-lgG-behandelten Mausen gefunden
wurden, kam es durch die Anti-BTLA-Behandlung nicht zur Depletion von BTLA" T-Zellen.
Gleichzeitig konnte BTLA auf T-Zellen der Milz von Mé&usen nach der Anti-BTLA-Behandlung
mit einem gegen ein anderes Epitop gerichteten Anti-BTLA-Antikorper (6F7) gefarbt werden,
was die Depletion von BTLA" T-Zellen ebenfalls ausschlieRt (Daten nicht gezeigt). Zudem
bewirkte anti-BTLA 6A6 keine systemische Immunsuppression, da der Anteil der aktivierten T-

Zellen in der Milz nach der Anti-BTLA-Behandlung unverandert war.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass T-Zellen an der Ausbildung der CM im
Verlauf der PbA-Infektion von C57BL/6-Mé&usen beteiligt sind und dass die in vivo-Ligation von
BTLA einen Schutz vor der CM vermittelte. Die Applikation von anti-BTLA 6AG6 fiihrte zu einer
reduzierten T-Zellsequestration im Hirn und der verringerten Freisetzung pro-inflammatorischer
Zytokine. Daher konnte eine Intervention in die BTLA/HVEM-Interaktion eine Mdglichkeit
darstellen, um T-Effektorfunktionen im Verlauf einer Inflammation zu modulieren. Auch die
Humangenetik konnte dazu beitragen, die Funktion von BTLA bei der Pathogenese der Malaria
aufzuklaren. Eine Methode stellt die Analyse von Single-Nukleotid-Polymorphismen (SNPs) im
BTLA-Gen dar, um mogliche Korrelationen zwischen BTLA-Polymorphismen und der Schwere

des Krankheitsverlaufes zu untersuchen.

4.6 Ausblick: Monoklonale Antikdrper und Ig-Fusionsmolekile als Therapie?

Monoklonale Antikérper kommen heute vor allem in der Krebstherapie zum Einsatz. So finden
Antikorper gegen das humane CD52-Antigen (Alemtuzumab) und gegen CD20 (Rituximab) in
der Behandlung der chronischen lymphatischen Leukdmie und von Non-Hodgkin-Lymphomen
Anwendung (Fraser et al., 2007; Collins-Burow et al., 2007). Der gegen den Wachstumsfaktor
VEGF gerichtete Antikorper Bevacizumab (Avastin®) wird therapeutisch bei Darm- und
Brustkrebserkrankungen eingesetzt (Traina et al., 2007). Am besten charakterisiert ist der gegen
den auf Krebszellen exprimierten Wachstumsfaktor Her2/neu gerichtete monoklonale Antikorper
Trastuzumab (Herceptin®), der ebenfalls zur Therapie von Brustkrebs zugelassen ist (Mehra et

al., 2006; Kurian et al., 2007). Daneben finden monoklonale Antikorper in der Immuntherapie
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Anwendung, um die Immunantwort z.B. bei Autoimmunerkrankungen zu modulieren. So fiihren
die gegen das Zytokin TNF-a gerichteten Antikorper Adalimumab (Humira®) und Infliximab
(Remicade®) bei der Therapie der rheumatoiden Arthritis und Morbus Crohn zu einer Inhibition
der Inflammation (Nakamura et al., 2006; Bayry et al., 2007). Adh&sionsmolekdile, die an der
Sequestration von Monozyten und Lymphozyten an Endothelien beteiligt sind, bilden ebenfalls
ein Ziel von monoklonalen Antikoérpern. Ein Beispiel stellt der zur Behandlung der Multiplen
Sklerose eingesetzte Antikorper Natalizumab (Tysabri®) dar, der gegen das as-Integrin CD49d
gerichtet ist (Miller et al., 2003; Ransohoff, 2007).

Bei dem Einsatz von monoklonalen Antikérpern in der Klinik muss in jedem Fall sorgféltig
zwischen dem therapeutischen Nutzen und moéglichen Risiken abgewogen werden. Die Gefahren
einer Immuntherapie zeigte der tragische Ausgang einer Phase-1-Studie in GroRbritannien, bei
der sechs Probanden ein superagonistischer Anti-CD28-Antikdrper verabreicht wurde (Mehrishi
et al., 2007). Im Tiermodell bewirkte der gegen den Kostimulator CD28 auf T-Zellen gerichtete
Antikorper selektiv die Expansion regulatorischer T-Zellen, so dass er flr den therapeutischen
Einsatz bei T-Lymphopenie und Autoimmunerkrankungen geeignet schien (Lin et al., 2003;
Elflein et al., 2003; Beyersdorf et al., 2006). Im Menschen flihrte der superagonistische Anti-
CD28-Antikorper aber zur polyklonalen Aktivierung aller T-Zellen und Igste so die systemische
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine mit daraus resultierendem Multi-Organversagen aus
(Suntharalingam et al., 2006). Letztlich dokumentiert der unerwartete, tragische Verlauf dieser
Studie, dass im Tiermodell erzielte Ergebnisse hdufig nicht vollstdndig auf den Menschen
Ubertragbar sind.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass durch eine Blockade des Koinhibitors CTLA-4 die
Immunantwort im Verlauf einer P. yoelii-Infektion verstarkt wurde. Wahrend dies bei einer
nicht-letalen P. yoelii-Infektion jedoch zu einem schnelleren Abklingen der Infektion fuhrte,
verlief die Infektion mit der virulenteren Variante Py-lethal mit hoherer Letalitat. Da T-Zellen
essentiell fur die Protektion sind, aber auch Pathologie induzieren kdnnen, zeigt dieses Ergebnis
auch die moglichen Gefahren auf, die mit einer Stimulation der Immunantwort verbunden sind.
Da CTLA-4 notwendig fir die Abschaltung von T-Effektorfunktionen ist, erscheint es als Ziel
eines therapeutisch eingesetzten blockierenden Antikdrpers aufgrund der moglichen Risiken als
zu gefahrlich. Dagegen ist der Koinhibitor BTLA mdglicherweise an der Feinregulation der
Immunantwort in der Peripherie beteiligt und konnte eher das Ziel einer Immuntherapie

darstellen.



DISKUSSION 111

Ebenfalls zur Immuntherapie geeignet sind Ig-Fusionsmolekile, weil ihre Affinitdt zu ihren
jeweiligen Liganden niedriger ist als die von monoklonalen Antikdrpern und ihre Wirkung daher
im Voraus héufig besser eingeschatzt werden kann. So wird CTLA-4-Ig (Abatacept, Orencia®)
bereits erfolgreich zur Therapie der rheumatoiden Arthritis eingesetzt, weil es durch die Bindung
an die B7-Molekile CD80 und CD86 deren Interaktion mit CD28 auf den T-Zellen verhindert
(Alegre et al., 2006). Die BTLA/HVEM- und wahrscheinlich mehr noch die LIGHT/HVEM-
Interaktion kommen ebenfalls als Signalwege in Betracht, Gber die eine Immunantwort moduliert
werden kann. Wéhrend BTLA-Ig dabei aber —wie in dieser Arbeit in vitro nachgewiesen— durch
die Blockade der koinhibitorischen BTLA/HVEM-Wechselwirkung zu einer Stimulation der
Immunantwort fihrt, wirde LIGHT-Ig die Immunantwort vermutlich eher inhibieren. Insgesamt
sind monoklonale Antikdrper und lg-Fusionsmolekile grundsatzlich therapeutisch verwendbar,
ihr Einsatz ist jedoch nicht gefahrlos, so dass klinische Studien sorgféltig geplant und mégliche

Risiken bertcksichtigt werden miissen (Liedert et al., 2007).
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5 Zusammenfassung

Die Aktivierung von naiven T-Zellen erfordert neben dem tber den T-Zellrezeptor vermittelten
Signal einen zweiten Stimulus. In Abwesenheit dieses sogenannten kostimulatorischen Signals
wird die T-Zelle anerg oder tritt in die Apoptose ein. Daneben gibt es auch koinhibitorische
Signale, die dazu dienen, Immunantworten zu regulieren und Toleranz gegeniiber Autoantigenen
in der Peripherie aufrechtzuerhalten. Als koinhibitorische Molekiile wurden CTLA-4 (CD152),
PD-1 (CD279) und BTLA (CD272) beschrieben. Da T-Zellen fiir eine protektive Immunantwort
notwendig sind, im Falle einer unkontrollierten Aktivierung aber auch Pathologie induzieren
konnen, ist die effektive Regulation der T-Zellaktivitat durch Koinhibitoren wichtig.

Das Ziel des ersten Teils der Arbeit war die Analyse der Funktion des Koinhibitors CTLA-4 im
Verlauf der murinen P. yoelii-Infektion. Der Einfluss einer Blockade der CTLA-4/B7-Interaktion
auf den Verlauf der Malaria wurde in einer friheren Studie in der PbA-Infektion untersucht. So
fuhrte die Applikation eines blockierenden Anti-CTLA-4-Antikorpers in diesem Mausmodell zu
einer hoéheren Inzidenz an zerebraler Malaria (Jacobs et al., 2002). Wie schon fiir die PbA-
Infektion nachgewiesen, wurde CTLA-4 wahrend der Infektion mit dem nicht-letalen P. yoelii-
Stamm Py17NL auf aktivierten CD4" T-Zellen induziert. Im Gegensatz zur PbA-Infektion fiihrte
die CTLA-4-Blockade in der Pyl7NL-Infektion jedoch zu einem verkurzten Krankheitsverlauf
mit einer reduzierten Parasitimie. Dies korrelierte mit einer verstirkten Aktivierung von CD4"
T-Zellen und der Zunahme des Ty1-Zytokins IFN-g, aber auch der Ty2-Zytokine IL-4 und IL-10
im Serum. Somit verdnderte die CTLA-4-Blockade wahrend der P. yoelii-Infektion nicht die

Qualitat der Immunantwort, sondern verstarkte die ablaufende Ty1- und Th2-Antwort.

In der Infektion mit einer virulenteren Pyl17NL-Variante (Py-lethal), die zu einem schnelleren
Anstieg der Parasitdmie fuhrte, 16ste die CTLA-4-Blockade dagegen eine gesteigerte Letalitét
aus. Die verstarkte Aktivierung der CD4" T-Zellen infolge der CTLA-4-Blockade wurde dabei
von einer gesteigerten TNF-a-Produktion begleitet. Die systemische Freisetzung dieses pro-
inflammatorischen Zytokins verursachte verstarkte klinische Symptome wie einen ausgepréagten
Gewichtsverlust und Leberpathologie. Dies zeigt das Risiko der Stimulation einer ohnehin schon
Tyl-dominierten Immunantwort durch die CTLA-4-Blockade, weil dadurch Pathologie induziert
wurde. Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die Bedeutung von CTLA-4 flr Protektion und
Pathologie in der murinen Malaria gezeigt. Die CTLA-4-Blockade in vivo dokumentierte, dass
CTLA-4 ein wichtiger Regulator der Immunantwort im Verlauf der P. yoelii-Infektion ist, durch
dessen Expression die T-Zellantwort limitiert und UberschieRende Inflammation verhindert wird.
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Kirzlich wurde BTLA (CD272) als ein weiterer Koinhibitor identifiziert (Watanabe et al., 2003).
Seine koinhibitorische Funktion wurde in Mausmodellen flr Allergie (Deppong et al., 2006),
Autoimmunitét (Watanabe et al., 2003) und Transplantation (Tao et al., 2005) nachgewiesen. Die
Beteiligung von BTLA an der T-Zellregulation im Verlauf von Infektionen wurde dagegen noch
nicht untersucht. Daher war das Ziel des zweiten Teils dieser Arbeit, die Funktion von BTLA in
der murinen P. berghei ANKA-Infektion (PbA) zu analysieren. Dabei stellt die PbA-Infektion
von C57BL/6-Madusen ein Modell fur die zerebrale Malaria (CM) dar, die als Komplikation der

P. falciparum-Malaria in seltenen Féllen auch beim Menschen auftritt.

Im Verlauf der PbA-Infektion wurde ein Anstieg der BTLA-mRNA in Gehirn, Leber, Niere und
Milz nachgewiesen. Wahrend die BTLA-Induktion in der Milz von einer gesteigerten Expression
von BTLA auf CD4" und CD8" T-Zellen verursacht wurde, beruhte die Zunahme an BTLA-
Transkript in Gehirn, Leber und Niere auf der Infiltration von BTLA™ T-Zellen in diese Organe.
Um in die Interaktion von BTLA mit seinem Liganden HVEM eingreifen zu kdnnen, wurde
zunéchst ein Fusionsprotein aus der extrazellularen BTLA-Doméne und dem F.-Fragment des
humanen 1gG;-Molekils generiert und seine Bindung an HVEM in vitro nachgewiesen. Die
Stimulation von Milzzellen flhrte in Gegenwart von BTLA-Ig zu einer gesteigerten Proliferation
und IL-2-Produktion, da BTLA-Ig die koinhibitorische Interaktion von HVEM mit endogenem
BTLA blockierte. Neben dem BTLA-Ig-Fusionsprotein wurde ein Anti-BTLA-Antikorper (6A6)
in vivo eingesetzt, der die Bindung von BTLA an HVEM blockierte, gleichzeitig jedoch BTLA
ligierte. Wahrend die Applikation von BTLA-Ig keinen Einfluss auf die Inzidenz an CM hatte,
fluhrte die Behandlung mit anti-BTLA 6AG6 einen Tag vor der PbA-Infektion zu einer signifikant
reduzierten Inzidenz an CM. Damit verbunden war eine verringerte Freisetzung von pro-
inflammatorischen Zytokinen und eine verminderte T-Zellsequestration an das Hirnendothel.
Anti-BTLA 6A6 induzierte keine systemische Immunsuppression, da die Endothelaktivierung
und die T-Zellaktivierung nicht beeinflusst wurden. Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass BTLA im Verlauf der PbA-Infektion als Koinhibitor an der Modulation der
zerebralen Pathologie mitwirkt. Es bleibt zu untersuchen, ob BTLA auch als Regulator der

Infiltration von T-Zellen in andere periphere Organe (Leber, Niere) eine Rolle spielt.
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7 Anhang

Sequenz des Vektors pcDNA3.1(+)-BTLAIQg:

GACGGATCGG
CCGCATAGTT
CGAGCAAAAT
TTAGGGTTAG
GATTATTGAC
TGGAGTTCCG
CCCGCCCATT
ATTGACGTCA
ATCATATGCC
ATGCCCAGTA
TCGCTATTAC
ACTCACGGGG
AAAATCAACG
GTAGGCGTGT
CTGCTTACTG
GTTTAAACTT
TATTTAGGGA
CTAAGAGGAA
CTGCCAGGAC
CTAATGTGAC
AGCTATACAC
CAATACATCT
TTAATAGCCA
CACTAATAAC
AAGAGAGGCC
TCCCGGCTAT
GAGCCTCTGC
TGGGCAGGCA
GGCTCAGACC
AAAGGCCAAA
CTCCCAATCT
GCCCAGGTAA
TAGCCTGCAT
TCAGCACCTG
ACCCTCATGA
GACCCTGAGG
AAGCCGCGGG
CACCAGGACT
GCCCCCATCG
CATGGACAGA
TGTCCTACAG
CTGACCAAGA
GCCGTGGAGT
CTGGACTCCG
CAGCAGGGGA
CAGAAGAGCC
CCCGTTTAAA
TGCCCCTCCC
TAAAATGAGG
GTGGGGCAGG
GTGGGCTCTA
GCGCCCTGTA
ACACTTGCCA

GAGATCTCCC
AAGCCAGTAT
TTAAGCTACA
GCGTTTTGCG
TAGTTATTAA
CGTTACATAA
GACGTCAATA
ATGGGTGGAG
AAGTACGCCC
CATGACCTTA
CATGGTGATG
ATTTCCAAGT
GGACTTTCCA
ACGGTGGGAG
GCTTATCGAA
AAGCTTGCTG
ATTCTTCATC
TGATGAAGAG
AGGAGAGTTA
TTGGTGTAAG
TAGTTGGGAA
CAGTGATAAT
TTCAGTAACC
AGTATCTGAC
AGGGGATCCC
GCAGCCCCAG
CCGCCCCACT
CAGGCTAGGT
TGCCAAGAGC
CTCTCCACTC
TCTCTCTGCA
GCCAGCCCAG
CCAGGGACAG
AACTCCTGGG
TCTCCCGGAC
TCAAGTTCAA
AGGAGCAGTA
GGCTGAATGG
AGAAAACCAT
GGCCGGCTCG
GGCAGCCCCG
ACCAGGTCAG
GGGAGAGCAA
ACGGCTCCTT
ACGTCTTCTC
TCTCCCTGTC
CCCGCTGATC
CCGTGCCTTC
AAATTGCATC
ACAGCAAGGG
TGGCTTCTGA
GCGGCGCATT
GCGCCCTAGC

GATCCCCTAT
CTGCTCCCTG
ACAAGGCAAG
CTGCTTCGCG
TAGTAATCAA
CTTACGGTAA
ATGACGTATG
TATTTACGGT
CCTATTGACG
TGGGACTTTC
CGGTTTTGGC
CTCCACCCCA
AAATGTCGTA
GTCTATATAA
ATTAATACGA
GGAATGAAGA
CTCCATCTGG
TGTCCAGTGC
TTTAAAATTC
CACAATGGAA
GAAAATCAAT
GGGTCGTATA
ATCCATGTGA
ATCCCAGATG
GAGGGTGAGT
TCCAGGGCAG
CATGCTCAGG
GCCCCTAACC
CATATCCGGG
CCTCAGCTCG
GAGCCCAAAT
GCCTCGCCCT
GCCCCAGCCG
GGGACCGTCA
CCCTGAGGTC
CTGGTACGTG
CAACAGCACG
CAAGGAGTAC
CTCCAAAGCC
GCCCACCCTC
AGAACCACAG
CCTGACCTGC
TGGGCAGCCG
CTTCCTCTAC
ATGCTCCGTG
TCCGGGTAAA
AGCCTCGACT
CTTGACCCTG
GCATTGTCTG
GGAGGATTGG
GGCGGAAAGA
AAGCGCGGCG
GCCCGCTCCT

GGTGCACTCT
CTTGTGTGTT
GCTTGACCGA
ATGTACGGGC
TTACGGGGTC
ATGGCCCGCC
TTCCCATAGT
AAACTGCCCA
TCAATGACGG
CTACTTGGCA
AGTACATCAA
TTGACGTCAA
ACAACTCCGC
GCAGAGCTCT
CTCACTATAG
CAGTGCCTGC
GCCTCTGGAG
AACTTACTAT
AATGTCCTGT
CAATCTGTGT
CAGTTCCGGT
GCTGTTCTAC
CAGAAAGGAC
CCACCAATGC
ACTAAGCTTC
CAAGGCAGGC
GAGAGGGTCT
CAGGCCCTGC
AGGACCCTGC
GACACCTTCT
CTTGTGACAA
CCAGCTCAAG
GGTGCTGACA
GTCTTCCTCT
ACATGCGTGG
GACGGCGTGG
TACCGGGTGG
AAGTGCAAGG
AAAGGTGGGA
TGCCCTGAGA
GTGTACACCC
CTGGTCAAAG
GAGAACAACT
AGCAAGCTCA
ATGCATGAGG
TGAGTGCGAC
GTGCCTTCTA
GAAGGTGCCA
AGTAGGTGTC
GAAGACAATA
ACCAGCTGGG
GGTGTGGTGG
TTCGCTTTCT

CAGTACAATC
GGAGGTCGCT
CAATTGCATG
CAGATATACG
ATTAGTTCAT
TGGCTGACCG
AACGCCAATA
CTTGGCAGTA
TAAATGGCCC
GTACATCTAC
TGGGCGTGGA
TGGGAGTTTG
CCCATTGACG
CTGGCTAACT
GGAGACCCAA
CATGCTTGGG
CATCCTTTGT
TACGAGGAAT
GAAATACTGT
ACCCCTTGAG
TTTTGTTCTC
AAACTTCAAT
TCAAAACTCT
CTCAGGACCA
AGCGCTCCTG
CCCGTCTGCC
TCTGGCTTTT
ACACAAAGGG
CCCTGACCTA
CTCCTCCCAG
AACTCACACA
GCGGGACAGG
CGTCCACCTC
TCCCCCCAAA
TGGTGGACGT
AGGTGCATAA
TCAGCGTCCT
TCTCCAACAA
CCCGTGGGGT
GTGACCGCTG
TGCCCCCATC
GCTTCTATCC
ACAAGACCAC
CCGTGGACAA
CTCTGCACAA

GGCCGCTCGA

GTTGCCAGCC
CTCCCACTGT
ATTCTATTCT
GCAGGCATGC
GCTCTAGGGG
TTACGCGCAG
TCCCTTCCTT

TGCTCTGATG
GAGTAGTGCG
AAGAATCTGC
CGTTGACATT
AGCCCATATA
CCCAACGACC
GGGACTTTCC
CATCAAGTGT
GCCTGGCATT
GTATTAGTCA
TAGCGGTTTG
TTTTGGCACC
CAAATGGGCG
AGAGAACCCA
GCTGGCTAGC
ACTCCTCGGT
GAGAAAGCTA
TCCAAACAGT
GTTCATAGAC
GTTAGCCCTC
CACTTTAAAC
TCTCAAGTTA
TCAGAACACC
TCCACCATGG
CCTGGACGCA
TCTTCACCCG
TCCCAGGCTC
GCAGGTGCTG
AGCCCACCCC
ATTCCAGTAA
TGCCCACCGT
TGCCCTAGAG
CATCTCTTCC
ACCCAAGGAC
GAGCCACGAA
TGCCAAGACA
CACCGTCCTG
AGCCCTCCCA
GCGAGGGCCA
TACCAACCTC
CCGGGATGAG
CAGCGACATC
GCCTCCCGTG
GAGCAGGTGG
CCACTACACG
GTCTAGAGGG
ATCTGTTGTT
CCTTTCCTAA
GGGGGGTGGG
TGGGGATGCG
GTATCCCCAC
CGTGACCGCT
TCTCGCCACG

60
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840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
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TTCGCCGGCT
GCTTTACGGC
TCGCCCTGAT
CTCTTGTTCC
GGGATTTTGC
GCGAATTAAT
CAGGCAGAAG
CAGGCTCCCC
TCCCGCCCCT
CCCATGGCTG
TATTCCAGAA
GAGCTTGTAT
TTGAACAAGA
ATGACTGGGC
AGGGGCGCCC
ACGAGGCAGC
ACGTTGTCAC
TCCTGTCATC
GGCTGCATAC
AGCGAGCACG
ATCAGGGGCT
AGGATCTCGT
GCTTTTCTGG
CGTTGGCTAC
TGCTTTACGG
AGTTCTTCTG
ATCACGAGAT
CCGGGACGCC
CCCCAACTTG
CACAAATAAA
ATCTTATCAT
GCTGTTTCCT
CATAAAGTGT
CTCACTGCCC
ACGCGCGGGG
GCTGCGCTCG
GTTATCCACA
GGCCAGGAAC
CGAGCATCAC
ATACCAGGCG
TACCGGATAC
CTGTAGGTAT
CCCCGTTCAG
AAGACACGAC
TGTAGGCGGT
AGTATTTGGT
TTGATCCGGC
GCGCAGAAAA
GTGGAACGAA
CTAGATCCTT
TTGGTCTGAC
TCGTTCATCC
ACCATCTGGC
ATCAGCAATA
CGCCTCCATC
TAGTTTGCGC
TATGGCTTCA
GTGCAAAAAA
AGTGTTATCA
AAGATGCTTT
GCGACCGAGT

TTCCCCGTCA
ACCTCGACCC
AGACGGTTTT
AAACTGGAAC
CGATTTCGGC
TCTGTGGAAT
TATGCAAAGC
AGCAGGCAGA
AACTCCGCCC
ACTAATTTTT
GTAGTGAGGA
ATCCATTTTC
TGGATTGCAC
ACAACAGACA
GGTTCTTTTT
GCGGCTATCG
TGAAGCGGGA
TCACCTTGCT
GCTTGATCCG
TACTCGGATG
CGCGCCAGCC
CGTGACCCAT
ATTCATCGAC
CCGTGATATT
TATCGCCGCT
AGCGGGACTC
TTCGATTCCA
GGCTGGATGA
TTTATTGCAG
GCATTTTTTT
GTCTGTATAC
GTGTGAAATT
AAAGCCTGGG
GCTTTCCAGT
AGAGGCGGTT
GTCGTTCGGC
GAATCAGGGG
CGTAAAAAGG
AAAAATCGAC
TTTCCCCCTG
CTGTCCGCCT
CTCAGTTCGG
CCCGACCGCT
TTATCGCCAC
GCTACAGAGT
ATCTGCGCTC
AAACAAACCA
AAAGGATCTC
AACTCACGTT
TTAAATTAAA
AGTTACCAAT
ATAGTTGCCT
CCCAGTGCTG
AACCAGCCAG
CAGTCTATTA
AACGTTGTTG
TTCAGCTCCG
GCGGTTAGCT
CTCATGGTTA
TCTGTGACTG
TGCTCTTGCC

AGCTCTAAAT
CAAAAAACTT
TCGCCCTTTG
AACACTCAAC
CTATTGGTTA
GTGTGTCAGT
ATGCATCTCA
AGTATGCAAA
ATCCCGCCCC
TTTATTTATG
GGCTTTTTTG
GGATCTGATC
GCAGGTTCTC
ATCGGCTGCT
GTCAAGACCG
TGGCTGGCCA
AGGGACTGGC
CCTGCCGAGA
GCTACCTGCC
GAAGCCGGTC
GAACTGTTCG
GGCGATGCCT
TGTGGCCGGC
GCTGAAGAGC
CCCGATTCGC
TGGGGTTCGA
CCGCCGCCTT
TCCTCCAGCG
CTTATAATGG
CACTGCATTC
CGTCGACCTC
GTTATCCGCT
GTGCCTAATG
CGGGAAACCT
TGCGTATTGG
TGCGGCGAGC
ATAACGCAGG
CCGCGTTGCT
GCTCAAGTCA
GAAGCTCCCT
TTCTCCCTTC
TGTAGGTCGT
GCGCCTTATC
TGGCAGCAGC
TCTTGAAGTG
TGCTGAAGCC
CCGCTGGTAG
AAGAAGATCC
AAGGGATTTT
AATGAAGTTT
GCTTAATCAG
GACTCCCCGT
CAATGATACC
CCGGAAGGGC
ATTGTTGCCG
CCATTGCTAC
GTTCCCAACG
CCTTCGGTCC
TGGCAGCACT
GTGAGTACTC
CGGCGTCAAT

CGGGGGCTCC
GATTAGGGTG
ACGTTGGAGT
CCTATCTCGG
AAAAATGAGC
TAGGGTGTGG
ATTAGTCAGC
GCATGCATCT
TAACTCCGCC
CAGAGGCCGA
GAGGCCTAGG
AAGAGACAGG
CGGCCGCTTG
CTGATGCCGC
ACCTGTCCGG
CGACGGGCGT
TGCTATTGGG
AAGTATCCAT
CATTCGACCA
TTGTCGATCA
CCAGGCTCAA
GCTTGCCGAA
TGGGTGTGGC
TTGGCGGCGA
AGCGCATCGC
AATGACCGAC
CTATGAAAGG
CGGGGATCTC
TTACAAATAA
TAGTTGTGGT
TAGCTAGAGC
CACAATTCCA
AGTGAGCTAA
GTCGTGCCAG
GCGCTCTTCC
GGTATCAGCT
AAAGAACATG
GGCGTTTTTC
GAGGTGGCGA
CGTGCGCTCT
GGGAAGCGTG
TCGCTCCAAG
CGGTAACTAT
CACTGGTAAC
GTGGCCTAAC
AGTTACCTTC
CGGTTTTTTT
TTTGATCTTT
GGTCATGAGA
TAAATCAATC
TGAGGCACCT
CGTGTAGATA
GCGAGACCCA
CGAGCGCAGA
GGAAGCTAGA
AGGCATCGTG
ATCAAGGCGA
TCCGATCGTT
GCATAATTCT
AACCAAGTCA
ACGGGATAAT

CTTTAGGGTT
ATGGTTCACG
CCACGTTCTT
TCTATTCTTT
TGATTTAACA
AAAGTCCCCA
AACCAGGTGT
CAATTAGTCA
CAGTTCCGCC
GGCCGCCTCT
CTTTTGCAAA
ATGAGGATCG
GGTGGAGAGG
CGTGTTCCGG
TGCCCTGAAT
TCCTTGCGCA
CGAAGTGCCG
CATGGCTGAT
CCAAGCGAAA
GGATGATCTG
GGCGCGCATG
TATCATGGTG
GGACCGCTAT
ATGGGCTGAC
CTTCTATCGC
CAAGCGACGC
TTGGGCTTCG
ATGCTGGAGT
AGCAATAGCA
TTGTCCAAAC
TTGGCGTAAT
CACAACATAC
CTCACATTAA
CTGCATTAAT
GCTTCCTCGC
CACTCAAAGG
TGAGCAAAAG
CATAGGCTCC
AACCCGACAG
CCTGTTCCGA
GCGCTTTCTC
CTGGGCTGTG
CGTCTTGAGT
AGGATTAGCA
TACGGCTACA
GGAAAAAGAG
GTTTGCAAGC
TCTACGGGGT
TTATCAAAAA
TAAAGTATAT
ATCTCAGCGA
ACTACGATAC
CGCTCACCGG
AGTGGTCCTG
GTAAGTAGTT
GTGTCACGCT
GTTACATGAT
GTCAGAAGTA
CTTACTGTCA
TTCTGAGAAT
ACCGCGCCAC

CCGATTTAGT
TAGTGGGCCA
TAATAGTGGA
TGATTTATAA
AAAATTTAAC
GGCTCCCCAG
GGAAAGTCCC
GCAACCATAG
CATTCTCCGC
GCCTCTGAGC
AAGCTCCCGG
TTTCGCATGA
CTATTCGGCT
CTGTCAGCGC
GAACTGCAGG
GCTGTGCTCG
GGGCAGGATC
GCAATGCGGC
CATCGCATCG
GACGAAGAGC
CCCGACGGCG
GAAAATGGCC
CAGGACATAG
CGCTTCCTCG
CTTCTTGACG
CCAACCTGCC
GAATCGTTTT
TCTTCGCCCA
TCACAAATTT
TCATCAATGT
CATGGTCATA
GAGCCGGAAG
TTGCGTTGCG
GAATCGGCCA
TCACTGACTC
CGGTAATACG
GCCAGCAAAA
GCCCCCCTGA
GACTATAAAG
CCCTGCCGCT
ATAGCTCACG
TGCACGAACC
CCAACCCGGT
GAGCGAGGTA
CTAGAAGAAC
TTGGTAGCTC
AGCAGATTAC
CTGACGCTCA
GGATCTTCAC
ATGAGTAAAC
TCTGTCTATT
GGGAGGGCTT
CTCCAGATTT
CAACTTTATC
CGCCAGTTAA
CGTCGTTTGG
CCCCCATGTT
AGTTGGCCGC
TGCCATCCGT
AGTGTATGCG
ATAGCAGAAC
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TTTAAAAGTG CTCATCATTG GAAAACGTTC TTCGGGGCGA AAACTCTCAA GGATCTTACC
GCTGTTGAGA TCCAGTTCGA TGTAACCCAC TCGTGCACCC AACTGATCTT CAGCATCTTT
TACTTTCACC AGCGTTTCTG GGTGAGCAAA AACAGGAAGG CAAAATGCCG CAAAAAAGGG
AATAAGGGCG ACACGGAAAT GTTGAATACT CATACTCTTC CTTTTTCAAT ATTATTGAAG
CATTTATCAG GGTTATTGTC TCATGAGCGG ATACATATTT GAATGTATTT AGAAAAATAA
ACAAATAGGG GTTCCGCGCA CATTTCCCCG AAAAGTGCCA CCTGACGTC
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