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I Einleitung

1. Beteiligung von Toleranzinduktion von T-Zell Subpopulationen an der

Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz

Die Hauptaufgabe des Immunsystems ist der Schutz des Organismus vor Schadigung. Die
Grundlagen dieser Funktion sind die Unterscheidung zwischen Fremd und Eigen und die
Unterscheidung zwischen funktionellen und entarteten bzw. seneszenten Zellen, welche
aufgrund interner Alterungs- und Mutationsprozesse entstehen (Vollmar und Dingermann,
2005).

Die Eliminierung der externen Angriffe, wie beispielsweise durch Bakterien, Viren und
Parasiten ebenso wie der, aufgrund beispielsweise durch interne Alterungs- oder
Mutationsprozesse entstandenen, verdnderten Zellen ist die wichtigste Funktion des
Immunsystems.

Das Prinzip selektiver Fremd- und Eigen-Erkennung durch das Immunsystem beruht
vorwiegend auf der zentralen Deletion potenziell autoimmunreaktiver T-Zell-Klone im
Thymus in der friihen postnatalen Entwicklung. Es ist jedoch bekannt, dass dieser Prozess
nicht ausreichend ist, um jegliche Sensitivitat des Immunsystems gegeniber Selbstantigenen
zu unterbinden (Andersen et al., 2003). Mehrere Studien haben die Prdsenz
autoimmunreaktiver T-Zell-Klone im peripheren Blut gesunder Individuen nachgewiesen
(Filion et al., 1996; Andreassen et al., 2002; Hellings et al., 2001). Die Prdsenz potenziell
autoimmunreaktiver T-Zell-Klone scheint daher per se nicht pathologisch zu sein. In vitro
Daten und klinische Daten sprechen dafiir, dass in gesunden Individuen periphere
autoimmunreaktive T-Zell-Klone unter der permanenten Uberwachung durch periphere
Toleranzinduktionsmechanismen stehen (Martin, et al., 1990; Pelfrey et al., 1996).

Das Konzept einer lymphozytenvermittelten Immunsuppression basiert auf der Erkenntnis,
dass immunologische Toleranz in naiven Tieren durch den Transfer von antigenstimulierten
T-Lymphozyten induziert werden kann (Gershon et al., 1970; Kilshaw et al., 1975). Aufgrund
dieser Erkenntnisse wurde die Existenz immunregulatorischer T-Zellen postuliert (Katz, et al.
1972). Spater konnte gezeigt werden, dass Mause, welchen am dritten Lebenstag der
Thymus entfernt wurde, an einem schweren Polyautoimmunsyndrom erkranken (Kojima et
al., 1981). Bei einer spateren Thymektomie wurde jedoch kein Polyautoimmunsyndrom
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beobachtet. In einer weiteren Arbeit konnte diese Beobachtung dem Fehlen regulatorischer
T-Zellen in den thymektomierten Mausen zugeordnet werden, da sich durch die Gabe von
regulatorischen T-Zellen die Entstehung eines Polyautoimmunsyndroms bei friih
thymektomierten Mausen verhindern liel3 (Asano et al., 1996).

Die meisten bisher beschriebenen lymphozytdaren Suppressorpopulationen weisen eine
fehlende Antigenspezifitat bei der Ausibung ihrer Suppressorfunktion auf (Thornton und
Shevach, 2000). Es ist aber davon auszugehen, dass antigenspezifische regulatorische T-
Zellen an der Induktion peripherer Toleranz beteiligt sind. Kirzlich wurde gezeigt, dass
regulatorische T-Zellen (Tgeg) zumindest wdahrend der Schwangerschaft antigenspezifisch
wirken koénnen (Zenclussen et al., 2010). Die Suche nach Antigen-spezifischen
Regulatorzellen ist von groRer Bedeutung fiir das Verstandnis und die Entwicklung neuer
Therapieansatze fur Autoimmunerkrankungen, Fremdorgan- und Stammzelltransplantation,

Infektionen und Tumoren (Li et al., 2009).

2. Regulatorische T-Zellen

2.1.  Arten regulatorischer T-Zellen

In den neunziger Jahren wurde erstmals die Funktion von CD4°CD25" T-Zellen durch
Sakaguchi et al. In der Maus beschrieben (Sakaguchi et al., 1995). Diese Zellen zeichnen sich
dadurch aus, dass sie nur ein geringes Proliferationspotenzial haben, unabhangig davon ob
sie spezifisch oder unspezifisch stimuliert werden. Diese Zellen kdnnen in, im Thymus
gereifte, ,natlrliche Treg” (NTreg), Welche 5-10% der CD4" T-Zellen in lymphoiden Organen
ausmachen, und in peripher ,induzierte Treg” (iTreg) €ingeteilt werden (Becker et al., 2006).
Auch im Menschen wurde gezeigt, dass Tgeg, supprimierende Funktion haben (Dieckmann et
al., 2001; Duggan et al., 2001; Jonuleit et al., 2001). Beide Treg-Populationen exprimieren den
Transkriptionsfaktor ,forkhead box“ Protein p3 (Foxp3), dass zur Induktion des
regulatorischen Phanotyps in Tgeg flihrt (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003).

Die im Thymus gereiften nTgeg konnen die Proliferation anderer CD4" T-Zellen durch
Suppression Uber Zytokine oder kontaktabhdngige Mechanismen stark hemmen (Sakaguchi,
2000). nTgeg sind auch fiir die Induktion der peripheren Toleranz notwendig (Schwartz, 2005;
Sakaguchi, 2005).

iTreg Werden aus CD4'CD25  T-Zellen gebildet. TGFB (transforming growth factor B) und
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Retinsdure spielen eine wichtige Rolle bei der Induktion der iTgeg. In murinen und humanen
naiven T-Zellen konnte in vitro festgestellt werden, dass die Zugabe von TGFB Foxp3 in diese
Zellen induziert (Chen et al., 2003; Rao et al., 2005; Tran et al., 2007).

Neben TGFB spielen auch andere Zytokine bei der peripheren Induktion der Toleranz eine
wichtige Rolle. Adaptiven Typ 1 regulatorische T-Zellen (CD4" Foxp3™ Trl-Zellen) werden
peripher aus naiven T-Zellen in der Anwesenheit von hohen Mengen an IL-10 und einem
Antigenstimulus induziert. Sie produzieren IL-10 und TGFp in groBer Menge, nur wenig IL-2,
IL-5 und IFNy, aber kein IL-4 (Groux et al., 1997; Roncarolo et al., 2006; Shevach, 2006). IL-10
gilt als eines der wichtigsten Zytokine regulatorischer T-Zellen und ist fiir verschiedene
Inhibitionsmechanismen verantwortlich (Akdis und Blaser, 2001; Miura et al., 2002).

Die regulatorischen T-Zellen Typ 1 (Trl) sind an der Toleranzinduktion in Schleimhauten
beteiligt. Im Tierversuch wurde gezeigt, dass die Applikation von Trl-Zellen in

Me" T_Zellen verursachte Kolitis

immundefizienten Mausen eine durch CD4" CD45RB
verhindern kann (Barnes und Powrie, 2009). CD4'CD45RB™E" T-Zellen sind wichtig flr die
Pathogenese chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen (inflammatory bowel disease,
IBD), da dies aktivierte Zellen sind, die mehr proinflammatorische Zytokine (z. B. TNFa) als
die CD4'CD45RB"" T-Zellen produzieren (Morrissey und Charrier, 1994; Claesson et al.,
1999; Ten Hove et al., 2004).

Der Transfer von of CD4* CD45RB™e" T-Zellen aus Wildtyp Mausen in immunodefiziente RAG-
(recombination activating gene-2 -/-) -Mdause oder SCID-Mause (severe combined
immunodeficiency; schwerer kombinierter Immundefekt) verursachte eine spontane und
schwere chronische Kolitis (Leach et al., 1996; Bouma und Strober, 2003). In diesem Modell
fihrte die Applikation von Trl Zellen zur Inhibition der Proliferation von CD4" T-
Effektorzellen (Akdis und Blaser, 2001; Uhlig et al., 2006).

Fir die Regulation der Immunantwort spielen auch antigenspezifische CD4" Foxp3® Th3-
Zellen eine Rolle. Sie produzieren hauptsachlich TGFB und IL-10, welche Th1- und Th2-Zellen
inhibieren kénnen (Carrier et al., 2007). Th3-Zellen kénnen im Rahmen der oralen Toleranz
durch Applikation von Antigen via oral in vivo induziert werden (Weiner, 2001). Th3-Zellen
kénnen aus konventionellen T-Zellen nach der Stimulierung mit TGFB, IL-4 und IL-10 in
Abwesenheit von IL-12 in Zellkultur generiert werden (Becker et al., 2006).

Ein weiterer Subtyp der suppressiven Zellen sind CD8" CD28" Foxp3® T-Zellen. Sie haben nur

schwache zytotoxische und proliferative Eigenschaften und produzieren, ebenso wie Trl-



Zellen, IL-10 und werden durch CD40-Ligand-stimulierte plasmazytoide Zellen (dendritic cell
type 2 (DC2)) aktiviert (Gilliet und Liu, 2002). lhre Induktion ist von TGFB und IL-10 abhangig
(Zozulya und Wiendl, 2008).

2.2. Andere T-Zellpopulationen mit suppressiven Eigenschaften

Des weiteren existieren T-Zellen, welche auch ohne Foxp3 zu exprimieren, Zielzellen
supprimieren kénnen (Tran et al., 2007).

Es wurden in verschiedenen Studien hochspezifische Zellen mit regulatorischen
Eigenschaften beschrieben. Eine dieser beschriebenen Zellen sind IL-10 sezernierende HLA-
G'CD4"/CD8" T-Zellen, welche an der Toleranz des Fétus beteiligt sind (Paul, 2008).

Auch CD3*CD4°CD8 T-Zellen sind ein Subtyp der suppressiven Zellen, ihnen fehlen die fiir die
Aktivierung benotigten Korezeptoren CD4 und CD8. AulRergewéhnlich an den diesen T-Zellen
ist, dass sie bestimmte Zellen lysieren kdnnen und dadurch autoreaktive Klone beseitigen

konnen (Vincent et al., 1996; Schilbach et al., 2000).

2.3.  Marker der Tgeg

Ein Oberflachenmarker, der spezifisch fur Tgeg ist, wurde bisher noch nicht identifiziert. In
den ersten Jahren nach der Entdeckung der Tgeg Wurde als Marker primar das CD25 Molekdil
(a-Kette des IL-2 Rezeptors) verwendet (Sakaguchi, 2000). Dies ist jedoch nur bedingt
geeignet, da es als Teil des IL-2-Rezeptors nicht nur auf den CD4'CD25" Tgeg exprimiert wird,
sondern auch auf der Oberflache nichtregulatorischer T-Zellen nach einer Aktivierung
induziert wird. Andere Marker der Tgeg sind CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), GITR
(glucocorticoid induced tumor necrosis factor like receptor), CD223 oder LAG3 (lymphocyte
activation gene 3) und NRP1 (neuropilin 1). Allerdings sind auch diese Marker nicht fiir Treg
spezifisch. Der momentan am meisten verwendete Marker fir murine Tgeg ist der
Transkriptionsfaktor Foxp3 (forkhead/winged helix transcription factor; forkhead box protein

p3) (Zozulya und Wiendl, 2008).

2.4. Eigenschaften und Wirkung von Foxp3

Foxp3 besteht aus 431 Aminosduren und gehort zur Familie der ,forkhead” (FKH)

Transkriptionsfaktoren. Bei Foxp3 handelt es sich um einen intrazellularen Marker, aufgrund
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dessen sind nur quantifizierende, jedoch keine funktionellen Studien moglich (Lahl et al.,
2007). Das Gen des FoxP3-Transkriptionsfaktors ist auf dem X-Chromosom an der Stelle
Xp11.23 lokalisiert (Ziegler, 2006; Brunkow et al., 2001). Foxp3 besitzt eine , forkhead“-DNA-
Bindungsdomane, eine Repressordomane, eine bZIP (Basic Leucine Zipper Domain)-Domane
und eine Zinkfingerdomane (Ziegler, 2006). Firr eine stabile Expression von Foxp3 ist eine
komplette Demethylierung in der TSDR-Region (Treg specific demethylation region) des
Foxp3 Genes notwendig (Floess et al., 2007; Baron et al., 2007).

Foxp3 transloziert in den Nukleus der T-Zellen und bindet die DNA. Hier hat es, teilweise in
Interaktion mit den Transkriptionsfaktoren NFAT (nuclear factor of activated T-cells) und
NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B cells), repressive Funktion
bei der Genregulation und der Gentranskription (Schubert et al., 2001; Wu et al., 2006). Die
Zielgene, welche durch Foxp3 beeinflusst werden, haben alle wichtige Funktionen bei der T-
Zellaktivierung, wie beispielsweise IL-2, IFNy, NRP1 und ICOS (inducible costimulator).
Andererseits kann Foxp3 auch als Aktivator agieren, z. B. flr die Gene von CD25, CD103 und
CTLA4 (Marson et al., 2007; Zheng et al., 2007).

Im Mausmodell wurde gezeigt, dass Foxp3 zur Induktion des regulatorischen Phanotyps in
Treg fUhrt (Gavin et al., 2007). Ein Mangel an Foxp3 verursacht in den mannlichen Tieren
einen schweren, nach 3-4 Wochen letalen, lymphproliferativen Phanotyp, der unter dem
Namen ,scurfy” (scaly or shredded dry skin) bekannt ist (Morgan et al., 2005). In diesen
Tieren kann eine Uberproliferation an CD4" T-Effektorzellen und ein Mangel an CD4* CD25"
regulatorischen T-Zellen beobachtet werden. Durch einen adaptiven Transfer CD4" CD25" T-
Zellen aus Wildtyp Tieren konnte der Phanotyp partiell verhindert werden (Fontenot et al.,
2003; Hori et al., 2003).

Im Menschen wird durch eine Mutation im Foxp3-Gen das IPEX-Syndrom
(immunodysregulation, polyendocrinopathy and enteropathy, X-linked syndrome), eine
schwere Autoimmunkrankheit, ausgelost, fur das die ,,scurfy“-Mause als Modell verwendet
werden (Wildin et al., 2001). Bisher konnten 20 Mutationen im Foxp3 Gen identifiziert
werden, welche fiir das IPEX-Syndrom verantwortlich gemacht werden. Anders als im
,scurfy“-Mausmodell kommt es in Patienten nicht zwingend zu einer verringerten CD4"
CD25" Tgeg Population, jedoch grundsitzlich zu einem funktionellen Defizit in der
suppressiven Fahigkeit und der Foxp3 Expression in Tgeg (Bennett et al,, 2001; Bacchetta et

al., 2006).



Dies deutet auf eine vergleichbare Funktion von Foxp3 im humanen Organismus hin, jedoch
wird dies eingeschrankt durch die Beobachtung, dass eine Induktion von Foxp3 durch TGFB
in humanen T-Zellen nicht zwingend einen regulatorischen Phanotyp hervorruft (Rao et al.,
2005). Auch wenn Foxp3 fiir die Entstehung und Funktion humaner Tge; Notwendig zu sein
scheint, ist Foxp3 ebenso in einer signifikanten Population aktivierter T-Zellen transient
exprimiert, ohne dass diese eine regulatorische Aktivitdt aufweisen (Morgan et al., 2005;
Gavin et al., 2006; Wang et al., 2007). Folglich reicht die Expression von Foxp3 alleine nicht
fur die Generierung suppressiver Tgeg aus und stellt damit auch keinen geeigneten Marker

fur humane Tgeg dar (Vignali et al., 2008).

2.5. Suppressive Mechanismen der Tge,

Uber die Mechanismen, welche der suppressiven Wirkung der Tgeg zugrunde liegen, ist bis
heute nur wenig bekannt. Tgeg k6nnen Uber verschiedene Mechanismen Tg inhibieren und
Uben auch inhibitorische Funktionen Gber DC aus. Zum jetzigen Zeitpunkt ist nur bekannt,
dass fur die Einleitung der inhibierenden Funktion der Tgeg ein direkter Kontakt zwischen
Zellen notwendig ist (Nakamura et al., 2001) und inhibitorische Zytokine, wie beispielsweise
IL-10 und TGF, beteiligt sind. Hierbei widersprechen sich die Ergebnisse von in vivo und in
vitro Studien. Die Ergebnisse aus in vivo Studien, in denen IL-10 und TGFpB blockierende
Antikorper eine Verminderung der Suppression bewirkt haben, legen nahe, dass diese
inhibitorischen Zytokine fiir den Suppressionsmechanismus von entscheidender Rolle sind
(Mason und Powrie, 1998; Shevach et al., 2001). In vitro Studien mit neutralisierenden
Antikorpern gegen IL-10 und TGFB flhrten jedoch zu einem kontrdren Ergebnis. In diesen
Studien wurde die, durch den direkten Zellkontakt ausgelGste Supprimierung, durch die
genannten Antikorper nicht beeintrachtigt (O'Garra und Vieira, 2004).

Besonders wichtig fiir die inhibitorische Funktion der Tge; Uber DC ist LAG3, ein CD4-
Homolog, der das major histocompatibility complex (MHC)-1I-Molekil mit hoher Affinitat
bindet und die Reifung von DC verhindert (Zozulya und Wiendl, 2008). Ein anderer
Mechanismus ist die Freisetzung von Adenosin, das mittels seiner Bindung an den Adenosin
Rezeptor 2A (AaR) die Produktion von IL-6 in DC verhindern und einen tolerogenischen

Phédnotyp in diese Zellen induzieren kann (Sitkovsky, 2009).



Treg kdnnen die Produktion von IL-2 und die Proliferation der konventionellen T-Zellen durch
Ubertragen von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) inhibieren, welches ,gap
junctions” passieren kann (Yaqub und Taskén, 2008).

Des weiteren zeigen Tgeg zytolytische und proapoptotische Aktivitaten tiber Teg, z. B. mittels
IL-2-Deprivation durch CD25, Sekretion der Granzyme A bzw. B und Perforin und dem TRAIL-
DR5-Weg (tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand-death receptor 5) (Vignali
et al., 2008).

Galectin 1, das an der Oberflache von Tgeg liberexprimiert wird, induziert durch unbekannte
Mechanismen die Suppression von Tes mittels »cross-linking” von
Monosialotetrahexosylgangliosid 1 (GM1) und der Aktivierung von TRPC5 (transient receptor
potential channel subfamily C member 5) (Rabinovich und Toscano, 2009).

Ferner gibt es widerspriichliche Daten bezliglich der Rolle von CTLA4 bei der regulatorischen
Funktion von Tgeg. CTLA4 ist ein koinhibitorisches Molekiil das zur Familie von CD28 gehort.
Es bindet an CD86 und verhindert die Aktivierung der Tgs (Karandikar et al., 1996; Hurwitz et
al., 2002). CTLA4 wird konstitutiv von Tgeg exprimiert. Hierdurch kénnen Tgeg in DC die
Expression von Indolamin 2,3-Dioxygenase (IDO), dem ersten Enzym des Kynurenin Weges,
stimulieren (Mailankot et al., 2009) IDO ist eine Oxidoreduktase, die die Degradierung von
Tryptophan in N-Formyl-Kynurine verursacht. Die Verarmung von Tryptophan und die
Akkumulierung von Kynureninen induziert eine Blockade der T-Zellaktivierung, fiihrt zur
Apoptose der T-Zellen und unterstutzt die die Differenzierung der naiven T-Zellen in Tgeg (Liu

etal., 2009).

2.6.  Funktionen von Tge in vorangegangenen Studien

Bereits in den achtziger Jahren konnte gezeigt werden, dass die Entfernung des Thymus in
Mausen in ihren ersten Lebenstagen zu einem schwerem Polyautoimmunsyndrom fiihrt, bei
der Entfernung zu einem spateren Zeitpunkt bleibt dies jedoch aus (Kojima et al., 1981).
Spater konnte dieses durch die friihe Thymektomie verursachte Symptom dem Fehlen von
Treg zugeordnet werden, da Mduse, welchen Tgeg Nnach der Thymektomie appliziert wurden,
kein Polyautoimmunsyndrom entwickelten. Durch die Applikation der Tge; konnte die
Proliferation von autoreaktiven Zellen verhindert werden (Asano et al., 1996).

In Patienten mit Multipler Sklerose, einer humanen Autoimmunkrankheit, konnte ebenso

das Mitwirken der Tgreg in der Entstehung bzw. Aufrechterhaltung der Krankheit belegt
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werden. Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Tgeg Von Patienten die an Multipler
Sklerose erkrankt sind, eine erheblich schwéachere inhibitorische Funktion besitzen, als die
Treg gesunder Probanden (Viglietta et al., 2004).

Eine weitere wichtige Funktion der Tgeg, ist die Verhinderung der Immunantwort gegen
Tumoren. In murinen Modellen wurde gezeigt, dass in Versuchstieren, welchen zuvor
verschiedene Tumorzellen injiziert wurden, eine Depletion der CD4°CD25" T-Zellen durch
anti-CD25-Antikorper die komplette Rickbildung der Tumoren bewirkte. Dagegen lag in
Kontrolltieren, welchen Tumorzellen ohne Depletion der CD4°CD25" Zellen injiziert wurden,
anschliefend eine normale Tumorentwicklung vor (Onizuka et al, 1999; Shimizu et al.,
1999). Hierauf aufbauend konnte spater in vitro gezeigt werden, dass die Funktion und
Proliferation autologer und tumorspezifischer T-Zellen durch Tgeg inhibiert wird (Ormandy et
al., 2005; Unitt et al., 2005; Wang et al., 2004).

In murinen Modellen zur Transplantationstoleranz wurde gezeigt, dass es zu einem
erhdhtem Vorkommen von Tgeg im Transplantat kommt und hierdurch, aufgrund der
immunoregulatorischen Funktionen der Tgeg, eine Transplantattoleranz vermittelt wird
(Wood und Sakaguchi, 2003; Waldmann et al., 2004).

Ebenso konnte eine fundamentale Rolle der Tgeg bei der Kontrolle der Immunantworten auf
akute und chronische infektiose Erkrankungen durch mehrere Gruppen nachgewiesen
werden (Mittriicker und Kaufmann, 2004; Belkaid und Rouse, 2005; Alatrakchi und Koziel,
2009).

Auch bei parasitdren Infektionen wurde die inhibitorische Kapazitat der Tgeg Nachgewiesen.
Es konnte gezeigt werden, dass in Infektionen mit Leishmania major Tgeg am Ort der
Infektion in hoher Zahl auftreten und damit die T-Zellantwort supprimieren (Belkaid et al.,
2000, 2002; Peters und Sachs, 2006).

In einem murinen Modell der Malaria, der Infektion mit Plasmodium yoelii, konnte gezeigt
werden, dass die antikdrpervermittelte Depletion der CD4'CD25* Treg 2ZU einem
Schutzmechanismus fiihrt, der in Verbindung mit einem Anstieg pathogenspezifischer T-
Zellen in Verbindung gebracht wird. Die Depletion der CD4*CD25" Tgeg lieB die Versuchstiere
Uberleben, wahrend nicht depletierte Kontrolltiere sterben (Hisaeda et al., 2004; Wu et al.,
2007). Des Weiteren fiihrten Depletionsassays und die gemeinsame Kultivierung
verschiedener T-Zell-Subpopulationen in diesem Modell zur Annahme, dass die Expansion

von CD4" und CD8" T-Effektorzellen (Tgk) im Verlauf einer Infektion sowohl antigenspezifisch



als auch nichtantigenspezifisch inhibiert werden (Aandahl et al., 2004; Andersson et al.,
2005; Kinter et al., 2004; Weiss et al., 2004). Im Gegensatz dazu fuhrte die Depletion der Tgeg
in einem Modell flr zerebrale Malaria nicht zur Verstarkung der Pathologie (Steeg et al.,

2009).

2.7. Die DEREG Maus als Modell fiir das in vivo Studium der Tge,

Da eine Behandlung mit Antikérpern gegen CD25" T-Zellen nicht nur Tgeg depletiert, sondern
auch aktivierte T-Zellen, wurde von Lahl et al. ein Modell etabliert, welches die spezifische
Depletion von Tgeg erlaubt (Lahl et al., 2007).

Hierzu wurde mittels der ,bacterial artificial chromosome” (BAC) Technik, welche ein
kiinstliches Chromosom aus dem Singlecopy F-Plasmid des Bakterium Escherichia coli
verwendet, ein neuartiges Mausmodell konstruiert. Dieses exprimiert den primate high
affinity diphteria toxin Rezeptor (DTR) zusammen mit einem enhanced green flourescent
Protein (eGFP) unter der Kontrolle des Foxp3 Promoters (Heintz, 2001; Sparwasser, 2004;
Spaarwasser und Eberl, 2007). Die BAC Technik erlaubt die Klonierung grofRer
Genomabschnitte (gréBer 300 kbp) und fiihrt zu einer hohen Stabilitdt des Klons (mehr als
100 Generationen) (O’Connor et al., 1989; Shizuya et al., 1992). AuRerdem wird eine
hochspezifische Expression des Zielgens und des Reporterproteins erreicht, welche
hochgradig mit der Foxp3-Expression in der neuen depletion of regulatory T cells (DEREG)
Maus korreliert. Die Expression des eGFP-Reporterproteins ermdoglicht eine einfache
Sortierung und Detektion der Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse (,fluorescence
activated cell sorting” (FACS)) und damit auch die Untersuchung ihrer Funktionalitat (Lahl et
al., 2007).

Die Injektion von Diphtherietoxin (DT) an mindestens zwei aufeinanderfolgenden Tagen
fuhrte in adulten DEREG Mausen zu einer 90-98% Depletierung der Tgeg. Die Tatsache, dass
keine andere T-Zellpopulation beeinflusst wurde, lasst darauf schlieBen, dass die DT
Behandlung der DEREG Méuse zu einer selektiven Depletion von Foxp3™ Zellen fiihrt.

Ebenso fuhrte die Depletion der Tgeg in DEREG Madusen zu einer Hochregulierung
kostimmulierender Molekile auf Dendritischen Zellen, einer erhohten Anzahl von Tgs und

dem effizienten Priming einer CTL (cytotoxic T lymphocyte) Antwort (Lahl; 2008).



Die Depletion der Tgeg in neonatalen DEREG Mdusen fihrt zur Entstehung eines ,scurfy”
ahnlichen Phanotyps, der eine vergleichbare Kinetik und Krankheitsauspragung aufweist, wie

sie in Foxp3® KO ,,scurfy” Mausen gefunden wurde (Lahl et al., 2007).

3. Malaria

3.1. Epidemiologie

Malaria ist die weltweit am meisten verbreitete parasitdre Erkrankung. Etwa 3,3 Milliarden
Menschen leben in Gebieten mit Infektionsrisiko, davon ungefahr 1,2 Milliarden in Gebieten
mit hohem Infektionsrisiko, also Gebieten mit mehr als einem gemeldeten Fall pro tausend
Einwohner. 49% der Menschen, in Gebieten mit hohem Malariarisiko, leben in Afrika, 37% in
sidostasiatischen Landern (WHO, World Malaria Report 2008). Die Zahl der gemeldeten
jahrlichen Infektionen hat sich zwar in den letzten Jahren von etwa 500 Millionen (WHO,
World Malaria Report 2006) auf ungefahr 250 Millionen (WHO, World Malaria Report 2008)
halbiert, dennoch bleibt die Malaria mit 881000 Toten im Jahr 2006 weiterhin ein ernstes
Problem (Abb. 1). Auch wenn Malaria in beinahe allen subtropischen und tropischen
Gebieten der Erde endemisch ist, sind Falle todlich verlaufender Infektionen mit 91% aller
Malariatoten, hiervon 85% Kinder unter flnf Jahren, hauptsachlich in Afrika angesiedelt. Die
Verteilung der Malariatoten lasst sich mit der Prasenz des Parasiten Plasmodium falciparum,
welches fir den Grof3teil der Opfer verantwortlich ist, im Zusammenspiel mit Kofaktoren wie
Untererndhrung, mangelnder arztlicher Versorgung und anderen Erkrankungen, erklaren

(WHO, World Malaria Report 2008).
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Abbildung 1. Malariatote pro 1000 Einwohner pro Jahr (WHO, World Malaria Report 2008)

Ursache einer Malariaerkrankung ist die Infektion mit Plasmodien, also einzelligen Parasiten,
die speziesspezifisch sind. Die Ubertragung dieser Parasiten erfolgt, im Falle humaner
Malariastamme, von Mensch zu Mensch liber den Stich einer weiblichen Stechmiicke der
Gattung Anopheles. Einerseits ist damit die Verbreitung der Malaria abhdngig von der
Prisenz geeigneter Ubertriger, andererseits lisst der Blick auf die momentan
malariaendemischen Gebiete auch darauf schlieRen, dass klimatische Gegebenheiten hierbei
eine wichtige Rolle spielen. Dies wird auch durch historische Berichte belegen, welche eine
Verbreitung der Malaria in Teilen Europas in Perioden mit hoherer
Jahresdurchschnittstemperatur belegen. Momentan ist Malaria in Deutschland als
Reisekrankheit klassifiziert, mit weniger als 1000 gemeldeten Fallen und 17-28 Toten pro
Jahr. Bei allen gemeldeten Fallen lag kurz vor dem Auftreten der malariaspezifischen
Symptome ein Aufenthalt in einem Epidemiegebiet vor (Martens, 2007). Trotzdem ist die
Situation in Deutschland, insbesondere mit Blick auf die historischen Berichte, weiterhin
kritisch zu beobachten, da ebenso wie in den meisten europdischen Landern auch hier die
Vektoren fiir eine Malariatibertragung, die Anopheles Miicke in verschiedenen Unterarten
heimisch ist. Als potenzielle Ubertridger in Deutschland gelten Anopheles atroparvus, A.
maculipennis, A. messeae und selten auch A. algeriensis (Jetten, 1994). Eine Ubertragung

von einem Patienten mit Reisemalaria auf andere Menschen ist theoretisch somit moglich.
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Das Risiko einer langer anhaltenden Endemie oder Epidemie wird jedoch als sehr gering
bewertet (Martens, 2007), da der Parasit, wenn er sich in der Miicke befindet, eine sehr
geringe Kalteresistenz aufweist. Temperaturen unter 15°C verhindern die Entwicklung des
Parasiten in der Miicke (Meyer, 2007). Eine Klimaerwarmung konnte allerdings zu einer
Veranderung der Situation fiihren. Eine Klimaerwdarmung um 1,1°C wiirde in Europa,
ausgenommen der alpinen Regionen, das Infektionsrisiko mehr als verdoppeln (Martens,

2007).

3.2. Lebenszyklus des Malaria Erregers

Verursacht wird eine Malariaerkrankung durch die Infektion mit Protozoen der Gattung
Plasmodium, welche zu den Haemosporoidae gehéren, und den Apikomplexae (Sporozoa)
zugeordnet werden (Mass-Coma, 2002).

Finf humane Malariaerreger sind bekannt, P. falciparum, Erreger der Malaria tropica, P.
vivax und P. ovale, Erreger der Malaria tertiana, P. malariae, Erreger der Malaria quartana,
und P. knowlesi, eigentlich ein Erreger in Langschwanzmakaken (Macaca fascicularis), der
aber eine haufige Ursache von humaner Malaria in Stidostasien ist (Pain et al., 2008).

Der am weitesten verbreitete und, aufgrund seiner Pathogenitat, gefahrlichste Erreger ist P.
falciparum, welcher die Malaria tropica auslost. Infektionen mit Malaria tropica verlaufen
unbehandelt haufig todlich, da sie zu Komplikationen wie Hyperparasitdamie, Andamie,
zerebraler Malaria und Multiorganversagen fiithren. Ahnliche Folgen, jedoch in
abgeschwiéchter Form, kdnnen durch eine Infektion mit P. knowlesi hervorgerufen werden
(Barrell und Berriman, 2008).

Bei allen Plasmodien dient der Sduger aber nur als Zwischenwirt und es besteht eine direkte
Wirtsspezifitat, das heit, humane Malariaerreger haben unter natirlichen Bedingungen nur
den Menschen als Reservoir. Unter Laborbedingungen lieR sich beispielsweise Plasmodium
falciparum auch in einigen Affenarten, wie den Ostlichen Graukehlnachtaffen (Aotus
trivirgatus), vermehren (Obaldia et al., 2009). Endwirt sind grundsatzlich Stechmiicken der
Gattung Anopheles. Jedoch sind nur 60 der etwa 400 Anopheles Arten unter natliirlichen
Bedingungen als Vektor geeignet und 30 Arten von groRerer Bedeutung fir die
Malarialibertragung (Butcher, 1996).

Der Lebenszyklus von Plasmodien kann, wie der der meisten Sporozoen, in mehrere Phasen

unterteilt werden, welche streng wirtsspezifisch sind (Abb. 2).
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Die beiden asexuellen Phasen, Leberphase und Blutphase, finden im Zwischenwirt statt. Die
Leberphase besteht aus der prderytrozytdare Schizogonie, die Blutphase aus erytrozytarer
Schizogonie und Gamogonie. Die sexuelle Phase, die Sporogonie, ist ausschlieRlich in der
Micke moglich. Die erste Phase, die Leberphase, beginnt nach dem Stich einer infizierten
weiblichen Anopheles Miicke. Dabei werden mit dem Speichel der Miicken, der als
Gerinnungshemmer dient, zwischen 10 und 100 Sporozoiten in die Blutbahn des
Zwischenwirtes abgegeben (Aly et al., 2009). Innerhalb kurzer Zeit werden diese mit dem
Blutstrom in die Leber transportiert, wo sie schon 30 Minuten nach der Ubertragung in
Leberparenchymzellen eindringen (Meyer, 2007). Dort wachsen sie, innerhalb von 6 bis 16
Tagen, in einer parasitophoren Vakuole des Hepatozyten, zu Schizonten heran
(praerythrozytare Schizogonie). In den Schizonten bilden sich Merozoiten, bei P. vivax bis
10000, bei P. falciparum sogar bis zu 40000 Merozoiten (Cohen und Lambert, 1982). Nach 5
bis 12 Tagen ruptuieren die Hepatozyten und die Merozoiten werden in die Blutbahn
freigesetzt. In die Blutbahn gelangt, dringen die Merozoiten in die zirkulierenden
Erythrozyten ein und starten hier wiederholte Schizogonien (erythrozytdre Schizogonie)
(Meyer, 2007).

Aus jedem Zyklus der Schizogonie gehen 8-16 Merozoiten hervor, welche selbst wiederum
Erythrozyten infizieren. Daneben entstehen manchmal auch mannliche Mikrogametozyten
sowie weibliche Makrogametozyten (Gamogonie). Die Zyklen der Schizogonie laufen
synchronisiert ab und dauern abhangig der Plasmodienart zwischen 48 und 72 Stunden
(Aktories et al., 2005).

Wenn eine weibliche Anopheles Micke einen infizierten Wirt sticht, nimmt sie die
Gametozyten mit dem Blut auf. Hier beginnt nun die sexuelle Phase des Lebenszyklus.
Ausgelost durch die physiologischen Verhdltnisse im Mitteldarm der Miicke bilden die
Mikrogametozyten innerhalb von etwa 10 Minuten je acht Flagellen (Mikrogameten) aus,
welche jeweils einen Kern enthalten (Lucius und Loos-Frank, 2008). Nach einem
Abschnirungsprozess befruchten diese Mikrogameten eine der weiblichen Makrogameten,
die sich aus den Makrogametozyten gebildet haben. Die daraus entstehende Zygote
(Ookinet) wandert nun durch das Epithel des Darms und lagert sich zwischen den
Epithelzellen und der Basalmembran an. Hier bildet sich aus dem Ookinet ein Oozyst, in dem
nun die Sporogonie stattfindet, im Zuge derer durch Reduktionsteilung bis zu 1000

Sporozoiten entstehen (Jetten, 1994). Die Sporozoiten emigrieren nun durch die Leibeshohle
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in die Speicheldriise der Miicke. Von dort kénnen aus sie beim nachsten Stich wieder auf
einen Menschen Ubertragen werden. Die Geschwindigkeit der Entwicklung der Plasmodien
in der Miicke wird von der AuRBentemperatur beeinflusst und findet bei Temperaturen unter

15°C nicht mehr statt (Meyer, 2007).
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Abbildung 2. Zyklus der Malariaparasiten (Modifiziert nach CDC, Public Health Image Library, 2006)

Der Lebenszyklus der Plasmodien kann in mehrere Phasen eingeteilt werden, welche streng wirtsspezifisch
sind: Leberphase (A), Blutphase (B), Phase in der Miicke (Sporogonie) (C); (1) Bei einer Blutmahlzeit Gberimpft
die mit Malaria infizierte weibliche Anopheles Miicke Sporozoiten in den menschlichen Wirt. Leberphase (A):
(2) Die Sporozoiten werden im Blutstrom in die Leber transportiert, wo sie in Leberparenchymzellen
eindringen. (3) In den Hepatozyten reifen sie zu Leberschizonten (praerythrozytdre Schizogonie). (4) Die
Schizonten bilden Merozoiten, welche nach dem Aufbrechen der Hepatozyten in die Blutbahn freigesetzt
werden. Blutphase (B): (5) Die Merozoiten infizierten rote Blutkérperchen. (6) In den Erythrozyten reifen die
Merozoiten zu Schizonten, welche aufbrechen und die Merozoiten freisetzen, diese koénnen erneut
Erythrozyten befallen. (7) Einige Parasiten teilen sich in sexuelle erythrozytire Zwischenformen auf
(Gametozyten). (8) Die Gametozyten, mannliche (Mikrogametozyten) und weibliche (Makrogametozyten),
werden durch eine weibliche Anophelesmiicke bei einer Blutmahlzeit aufgenommen. Sporogonie (C): (9) Im
Mitteldarm der Miicke, dringen die Mikrogametozyten in die Makrogametozyten ein und bilden Zygoten. (10)
Die Zygoten werden dann frei beweglich und nehmen eine langliche Form an (Ookineten). (11) Diese dringen in
die Darmwand ein, wo sich die Ookineten in Ookzysten umwandeln. (12) Die Oozysten wachsen, brechen auf
und geben Sporozoiten frei. Diese emigrieren in die Speicheldriisen der Miicke, hier beginnt der Zyklus erneut.
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3.3.  Erreger der murinen Malaria

Fir Studienzwecke werden haufig murine Infektionsmodelle verwendet. Als murine Modelle
fir die humane Malaria werden vier Erregerarten aufgrund ihrer strukturellen und
physiologischen Analogien zum human Malariaerreger genutzt, P. berghei, ein
Malariaerreger der Galeriewaldratte Grammomys surdaster, die in Ho6henregionen
Zentralafrikas vorkommt, P. vinckei, P. chabaudi und P. yoelii, welche in der Natur in
verschieden Spezies der afrikanischen Waldratten auftreten (Janse und Waters, 2006).
Insbesondere P. berghei ist von sehr groRem Interesse, da es nicht nur eine der humanen P.
falciparum Infektion ahnliche Erkrankung verursacht (Florens, 2002; Gardner et al., 2002),
sondern auch in Lebenszyklus, Ubertragung der Parasiten und den Antigenvariationen starke
Ahnlichkeiten aufweist (Carter und Diggs, 1977; Carvalho, 2004). Die Struktur und die
Funktionen vieler Hauptantigene der Malaria, z. B. TRAP (thrombospondin related
anonymous protein), CSP (circumsporozoite protein), SALSA (sporozoite- and liver-stage
antigen), SSP, (sporozoite surface protein 2), STARP (sporozoite threonine- and asparagine-
rich protein) der Sporozoiten und p25 und p28 der Ookineten sind bei murinen und
humanen Erregern hochkonserviert (Paul, 2008; Yoshida et al., 2003).

Die Verwendung dieser Modellorganismen hat die Entwicklung verschiedener Impfstoffe

und neuer Therapieansatze erlaubt (Anders, 2000).

3.4. Erworbene Immunitit gegen Malaria

CD8" T-Zellen spielen eine entscheidende Rolle bei der adaptiven Immunitidt gegen
Malariaerreger. Sie sind verantwortlich flir die Erkennung von auf MHC-Klasse-|
prasentierten zelleigenen oder viralen Peptiden. Wahrend der Leberphase der
Malariainfektion erkennen die CD8" T-Zellen Epitope der Plasmodien auf MHC-l Molekiilen,
welche auf der Oberflache der von Sporozoiten befallenen Hepatozyten exprimiert werden
(Hill, 2006).

In Mausen, die mit Sporozoiten immunisiert wurden, fiihrte eine Depletion von CD8" T-
Zellen durch Antikérper zu einem Verlust des Schutzes gegen eine Reinfektion. Die
Schutzwirkung der CD8" T-Zellen beruht auf der direkten Zerstérung sporozoitenhaltiger
Hepatozyten (Good und Doolan, 1999; Overstreet et al., 2008). Auch ist die Produktion von

IFNy durch die CD8" T-Zellen und andere Zellen ein wichtiger Faktor bei der Bekdmpfung der
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Parasiten, da dies zu einer Aktivierung der Freisetzung von Stickstoffmonoxid und anderer,
fir die Parasiten toxischen, Substanzen in Makrophagen und Hepatozyten fihrt. Im Fall der
Blutphase ist die Rolle der zytotoxischen T-Zellen in der intraerytrozytiren Phase der
Erkrankung nicht geklart, da keine MHC-I Molekile auf den Erythrozyten exprimiert werden
(Miller et al., 2002).

Die Infektion mit nichtletalem Plasmodium chabaudi fiihrte im Mausmodell zu dem Ergebnis,
dass sowohl Th1-, als auch Th2-Zellen notwendig sind, um die Infektion komplett zu beenden
(Langhorne, 1989; Langhorne und Simon, 1989; Stevenson et al., 1993). Von entscheidender
Bedeutung fiir den Ausgang der Infektion ist das Verhaltnis von Thl- und Th2-Zellen und
deren Regulation im zeitlichen Verlauf (Shear et al., 1989; Su und Stevenson, 2002).

In einem Modell der letalen Malariainfektion, der Infektion von Mausen mit Plasmodium
yoelii, zeigte die Produktion groRer Mengen an IFNy und IL-10, dass auch hier sowohl Th1-,
als auch Th2-Zellen aktiviert werden (Kobayashi et al., 1996).

B-Zellen und Antikérper spielen auch eine gewisse Rolle in der Bekdampfung der
Malariainfektionen (von der Weid et al., 1996), auch wenn die Entstehung einer Immunitat
erst nach mehrfacher Malariainfektion zustande kommt und zeitlich nur kurz anhalt (Giha et
al., 1999). Dies kann durch die Tatsache erklart werden, dass die Antikdrper sehr spezifisch
sind und sich daher immer nur gegen ein bestimmtes Stadium des Entwicklungszyklus der
Parasiten und deren Oberflachenantigene richten. Eine direkte Mitwirkung der Antikérper in
der Bekampfung der Parasiten erfolgt Uber Inhibierung der Erythrozyteninvasion,
Agglutinierung, komplementabhdngige Lyse, antikdrperabhadngige zellvermittelte
Zytotoxizitat (ADCC) oder durch eine Opsonisierung und darauffolgender Wechselwirkung
mit Komplementrezeptoren auf Makrophagen (Bouharoun et al., 1995).

Auch im Menschen kommt es durch mehrfache Infektion zu einer partiellen Immunitat,
welche ebenso wie in der Maus, nur im Falle einer dauerhaften Erregerexposition
fortbesteht. Diese sogenannte Semiimmunitat fliihrt zu einem mildem bis asymptomatischen
Verlauf der Infektion (Chizzolini et al., 1990; Lang und Loscher, 2000). Kindern semiimmuner
Matter wird dieser Schutz durch mutterliche Antikorper, fiir die ersten sechs Lebensmonate
Ubertragen. Schwere neonatale Malariaerkrankungen von Kindern semiimmuner Miutter
durch Plasmodium falciparum Infektionen sind deswegen selten (Riley et al., 1991).

In Infektionen mit P. chabaudi und P. yoelii wurde gezeigt, dass TGFB zu einem milderem

Krankheitsverlauf beitragt und zur Entfernung der Parasiten flihren kann. Die positive
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Wirkung von TGFB hangt jedoch stark vom Zeitpunkt der TGFB Induktion ab (Omer und Riley,
1998). TGFB hat eine duale Wirkung. Es kann in geringeren Konzentrationen
immunaktivatorisch sein oder in hohen Konzentrationen als Immunsuppressor wirken (Omer
et al., 2000). Wird den Mausen im frihen Stadium der Infektion, in dem normalerweise nur
geringe Mengen an TGFB produziert werden, eine hohe Dosis TGFB injiziert, endet die
Infektion, aufgrund der Suppression der friihen IFNy- und TNFa-Produktion, todlich (Li et al.,
2003; Omer et al., 2003).

Plasmodien haben effiziente Strategien gegen protektive Immunantworten wahrend der
Blutphase der Infektion entwickelt. Die intrazelluldre Lokalisation in Erythrozyten schiitzt die
Entwicklungsstadien des Parasiten vor Antikdrpern. Erythrozyten kénnen kein Antigen in
MHC-I Molekillen prasentieren. Ein anderer Schutzmechanismus, welcher nur in P.
falciparum vorliegt, ist die Vermeidung von Milzpassagen durch Zytoadharenz. Eine weitere
Strategie der Malariaparasiten liegt in der Fehlsteuerung des Immunsystems. Es findet
wahrend der Infektion eine polyklonale Aktivierung von Lymphozyten statt und grol3e
Mengen von Antigenen werden durch die Plasmodien gebildet. Da die Epitope der
Entwicklungsstadien der Plasmodien nur eine schwache Immunogenitat aufweisen, fuhrt die
Sekretion der polyklonalen Antikorper dazu, dass sich die Immunantwort hauptsachlich

gegen diese richtet (Lucius und Loos-Frank, 2008).

3.5. Pathogenese der Plasmodium falciparum Infektion

Unabhangig von der Spezies des Zwischenwirts sind die Symptome einer Malariaerkrankung
grundsatzlich mit der erythrozythdaren Phase der Infektion assoziiert.

Ein wichtiger physiopathologischer Mechanismus in der Malaria ist die Zytoadhérenz.

Diese wird durch die Expression variabler Zelladhasionsproteine, wie dem klonspezifischen
Oberflachenantigen PfEMP1 (Plasmodium falciparum erythrocyte membrane antigen 1),
welches von var Genen codiert wird (Pasternak und Dzikowski, 2009), ausgel6st. Durch den
Parasitenbefall bilden sich ,knobs” in der Erythrozytenmembran aus, in welchen sich
beispielsweise PfEMP1 befindet, hierdurch wird die Bindung der befallenen Erythrozyten an
die Endothelien von Kapillaren geférdert (Marty, 2002). Die wichtigsten bisher
beschriebenen Interaktionspartner von PfEMP1 auf den Endothelzellen sind ICAM-1
(intercellular adhesion molecule 1), VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1), ELAM-1

(endothelial cell leukocyte adhesion molecule 1), Thrombospondin und Chondroitinsulfat
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(Chakravorty und Craig, 2005). PfEMP1 Oberflaichenantigene interagieren auch mit CD36
Proteinen auf der Oberflache von Endothelzellen und mit dendritischen Zellen (DC), deren
Stimulierung dann zu einer IL-10 Ausschiittung flihrt, was zu einer Supprimierung der
Immunantwort hervorruft (Urban et al., 2001).

Einzelne verdanderte Erythrozyten kdnnen auch untereinander interagieren, was zu einer
Verklumpung oder, im Falle einer Interaktion mit nicht befallenen Erythrozyten, zu einer
Rosettenbildung flhrt. In beiden Fallen kann dies zu einem Verstopfen von KapillargefalRen
fliihren, was zu Unterbrechungen der Mikrozirkulation des Blutes, und daraus folgend, zu
Ischamie, Odembildung und Blutungen fiihrt. Besonders hiufig kann dies in Gehirn, Herz,
Lunge, Nieren, Darm und Plazenta beobachtet werden (Miller et al., 2002). Haufig kommt es,
aufgrund einer Ischamie in der Plazenta, deswegen in, an Malaria tropica erkrankten
Mittern, zu Fehl- oder Totgeburten (Miller und Smith, 1998).

Ein anderer pathologischer Mechanismus bei der Infektion mit Plasmodium falciparum ist
die Ausschittung von Malariatoxinen und Antigenen (Clark et al.,, 2004). Parasitierte
Erythrozyten setzen diese frei und dadurch wird eine verstiarkte Synthese
proinflammatorischer Zytokine, wie tumor necrosis factor (TNF) a, Lymphotoxin, IFNy, IL-1
und IL-6 verursacht. Dies fiihrt zu Bewusstseinsstorungen und Fieber und kann eine
abnormale Erythropoese sowie eine erhdohte Zytoadharenz zur Folge haben (Riley et al.,
1991; Lang und Loscher, 2000). Die erhohte Freisetzung von IFNy, TNFa und IL-1 stimuliert
eine verstarkte Synthese induzierbarer Stickstoffmonoxidsynthasen (iNOS) (Bruch-Gerharz et
al., 2003). Diese verursachen lokal erhohte Stickstoffmonoxidkonzentrationen, welche zu
einer gesteigerten Phagozytose, Immunosuppression, Inflammation und einer lokalen
GefaRerweiterung fiihren. Diese Stérungen sind an der Entstehung zerebraler Malaria direkt
beteiligt (Clark et al., 1990; Rockett et al., 1994).

Ebenso ist das Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPl) von groRer Bedeutung in der
Pathogenese von P. falciparum. Es regt mittels einer NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhacer of activated B cells) Aktivierung die Produktion von TNFa, IL-1, iNOS, ICAM-1 und
VCAM-1 in Makrophagen an (Schofield und Hackett, 1993; Tachado et al., 1997). Antikorper
gegen GPI werden mit der Induktion klinischer Immunitat in Verbindung gebracht. Es wird
vermutet, dass hierdurch die Thl-Antwort, die durch ihre starke IFNy-Produktion
proinflammatorisch wirkt, in eine antiinflammatorische Reaktion umgewandelt wird (Naik et

al., 2000).
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3.6. Vakzinierung gegen Malaria

Der optimale Wirkzeitpunkt einer Vakzinierung gegen Malaria im Zwischenwirt sollte vor
dem Beginn der erythrozytaren Phase, also dem Ausbruch der Krankheit, liegen. Da die
Sporozoiten nach der Ubertragung durch eine infizierte Miicke maximal dreiRig Minuten bis
zum Erreichen der Leber bendtigen, wird ein antikdrpervermittelter Schutz in dieser Phase
als wenig aussichtsreich angesehen. Deswegen beschaftigt sich die Forschung primar mit
Impfstoffen, die wahrend der Leberphase der Malaria wirken. In Freiwilligen konnte durch
die Impfung mit attenuierten Sporozoiten eine relative Langzeitimmunitat erreicht werden
(Nussenzweig et al., 1967, 1970; Clyde et al., 1973). Diese beruht hauptsachlich auf der
Aktivierung von CD8" T-Zellen, welche die Parasiten mittels IFNy- und NO-vermittelter
Mechanismen vernichten. Ein durch zytotoxische Aktivitdt vermittelter Schutz findet bei
dieser Form der Impfung nicht statt (Schofield et al., 1987, Doolan et al., 1996) und der
Effekt ist nicht von Perforin oder Fas/Fas-Ligandinteraktion abhangig (Renggli et al., 1997).
Im murinen Modell konnte durch die Applikation eines auf genetisch attenuierten
Sporozoiten von Plasmodium berghei beruhenden Impfstoffs, welcher durch die Depletion
eines Gens die Entwicklung der Leberschizonten inhibiert, eine ausgezeichnete
Schutzwirkung erreicht werden (Mueller et al., 2007).

Im Rahmen der Impfstoffforschung wurden zahlreiche Proteine des P. falciparum kloniert
und charakterisiert, von denen sehr viele hochvariabel sind (Richards und Beeson, 2009).

Das major surface protein 2 (MSP2) des Plasmodium falciparum wird von Leberschizonten
auf der Oberflache infizierter Hepatozyten in MHC-1 Molekiilen exprimiert. Diese befallenen
Hepatozyten kdnnen dadurch von MSP2 spezifischen zytotoxischen T-Zellen erkannt und
eliminiert werden (Richie und Saul, 2002).

Auch das major surface protein 1 (MSP1), ein GPI verankertes Oberflachenprotein in
Merozoiten wird als Zielantigen fiir Impfungen genutzt. Die antikérpervermittelte Blockade
von MSP1 inhibiert das Anheften und Eindringen der Merozoiten in Erythrozyten und fihrt
somit zu einer verringerten Infektiositat und wirkt Gbertragungshemmend (Richards und
Beeson, 2009; Richie und Saul, 2002).

Das in den letzten Jahren am intensivsten untersuchteste Protein ist CSP, ein 35 kD grol3es
und sehr immunogenes Glykoprotein, das homogen auf der Oberfliche der Sporozoiten
verteilt ist. Nach der C-terminalen Ankersequenz weist es eine Region, welche zwischen den

verschiedenen Plasmodium falciparum Stammen stark variiert, auf und anschlieBend folgt
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eine hochkonservierte Domane, die als Rezeptor des Parasiten fir die Liganden der
Leberzelloberflache dient (Cohen et al., 2009). Der zentrale Bereich des Proteins besteht aus
41 Abfolgen des Tetrapeptids NANP, welches starke Antikdrperantworten induziert (Graves
und Gelband, 2006). In Primatenmodellen konnte eine Immunisierung mit rekombinanten
CSP-Antigenen jedoch keinen Schutz vor einer Infektion induzieren (Lucius und Loos-Frank,
2008).

Hierauf aufbauend wurden im experimentellen Impfstoff ,RTS,S/ASO2A“ CSP-Epitope in
Hepatitis B Partikel eingebracht, welcher in Probanden eine hohe protektive Wirkung zeigte.
In einem Feldversuch mit Kindern im Alter zwischen ein und vier Jahren in Mozambique
flihrte eine Vakzinierung zu einer um 45% verringerten Infektionshaufigkeit wahrend der
ersten 6 Monate nach der Impfung und die Haufigkeit schwerer Malaria wurde um 49%
vermindert (Alonso et al., 2005, Guinovart et al., 2009; Bejon et al., 2008). Nach einem
vielversprechenden Abschluss der Unbedenklichkeits- und Wirksamkeitserprobung ist der
Start der Phase Il Erprobung fiir April 2009 in Lambaréné, Gabun, geplant und bei positiver
Bewertung kénnte das Medikament fir eine vielfaltige Verwendung 2012 zugelassen werden

(Nayar, 2009).

3.7. ACT-CSP

Ein experimentelles Vakzin, das im Mausmodell vielversprechende Ergebnisse lieferte und
ebenfalls auf CSP aufbaut, ist Adenylatzyklase (ACT)-CSP. ACT-CSP, ein rekombinantes
Fusionsmolekiil aus ACT von Bordetella pertussis und CSP aus Plasmodium berghei (Tartz et
al., 2007, 2008).

Die Aktivierung von CD8" T-Zellen ist essenziell fiir die Immunabwehr gegen Plasmodien. Um
CD8" T-Zellen zu stimulieren, ist es notwendig, dass Antigene in das zytosolische
Kompartiment von antigenprasentierenden Zellen (APZ) transloziert werden. Bakterielle
Toxine wie beispielsweise B. pertussis ACT sind gut als Antigentrager fiir die Induktion von
CD8" T-Zellen geeignet. Dieses Toxin wird im Verlauf einer B. pertussis Infektion freigesetzt
und bindet an die Membran eukaryotischer Zellen. Die katalytische Domane wird in das
Zytosol der Wirtszelle transloziert (Confer et al., 1982). ACT weist drei funktionelle Doméanen
auf. Am N-Terminus befindet sich eine katalytische Domé&ne zur calmodulinaktivierten
Umwandlung von 5‘°AMP in cAMP, eine porenbildende Domadne, welche durch multiple

Nonapeptidwiederholung gebildet wird und typisch flir repeats in toxin (RTX) Proteine ist,
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und eine kalziumbindende Domane (Rose et al., 1995). Bei Kontakt mit einer eukaryotischen
Zelle schlieRt die porenbildende Doméane a-helikale Strukturen in die Membran der Zelle ein,
wodurch eine Pore gebildet wird. Durch diese wird anschliefend die katalytische Domane in
das Zytosol der Zelle transloziert, was, nach einer calmodulininduzierten Aktivierung, die
Katalyse von 5’AMP zu cAMP initiiert (Confer et al., 1982; Ladant und Ullmann, 1999). Die
Akkumulation de gebildeten cAMP im Zytosol der Wirtszellen fiihrt zur toxischen Wirkung
des Molekiils (Gray et al., 1998).

ACT weist sowohl lytische, als auch zytotoxische Aktivitat auf, induziert Apoptose, inhibiert
die Phagozytose von Makrophagen und verhindert die Chemotaxis (Gray et al., 1998).
Obwohl ACT in viele verschiedene eukaryotische Zellen eindringen kann, findet auch eine
spezifische hochaffine Bindung an Zellen, die das aMB2-Integrin CD11b/CD18 (bekannt auch
als CR3 (,complement receptor 3“) oder Mac-1) auf der Oberflache tragen, statt. Dies sind z.
B. Makrophagen, Neutrophile, NK-Zellen und dendritische Zellen. ACT verfligt tGber eine
spezifische Affinitat fir CD11b/CD18, welches praferenziell auf der Oberfliche APZ,
hauptsachlich DC, exprimiert wird (Ladant und Ullmann, 1999). Daher kann ACT als
Antigentrager CD8-Epitope in den MHC I-Prasentationsweg einschleusen (Fayolle et al.,
1996; Osicka et al., 2000; Schlecht et al., 2004). In der katalytischen Domé&ne des von Tartz et
al. verwendeten ACT-CSP befindet sich sowohl das Epitop CSPuss,53, als auch
Hihnerovalbuminepitop OVAjs7.264 SIINFEKL (Abb. 3). Dabei dient das OVA-Epitop dem
Nachweis der biologischen Aktivitdt des Molekils in vitro. Die Sequenzen beider Epitope
wurden an den Positionen 336 und 108 innerhalb der katalytischen Domane eingefiigt. Die
katalytische Aktivitat des Toxins wurde durch eine Insertion der Aminosdauren Glycin und
Phenylalanin an den Positionen 188 und 189 innerhalb des ATP-bindenden Bereichs inhibiert
(Tartz, 2006).

ACT-CSP erméglichte die Induktion einer spezifische CD8" T-Zellantwort in der Maus. Eine
einzelne Dosis von ACT-CSP induziert eine systemische CSP-spezifische T-Zellantwort. CSP-
spezifische IFNy-produzierende T-Effektorzellen waren in Milz und Leber detektierbar,
wahrend keine CSP-spezifischen T-Zellen nachgewiesen werden konnten, die IL-4 oder IL-10
freisetzten (Tartz et al., 2007). Das heildt, die Immunisierung mit ACT-CSP verursachte eine
Thl-basierte Immunantwort, gleiches wurde auch fiir andere rekombinante ACT-

Fusionsmolekiile beschrieben (Dadaglio et al., 2000; Schlecht et al., 2004).
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ACT-CSP
CsP

CSP-spezifische
CD8* T-Zelle

SIINFEKL

Zytosol APZ

~
~ -
_______

MHC | Prisentationsweg

Abbildung 3. ACT-CSP. Das rekombinante Vakzin ACT-CSP tragt ein Insert des von P. berghei-CSP abgeleiteten
CD8" T-Zellepitops SYIPSAEKI und des OVA-abgeleiteten SIINFEKL Epitop. Das Adenylate Zyklase Toxoid (ACT)
transloziert seine aminoterminal katalytische Doméne in der Zytosol CD11b/CD18" dendritischer Zellen und
bringt das CSP-Epitop in dem MHC-Klasse-l Prdsentationsweg ein. Eine ACT-CSP-Anwendung kann IFNy-
produzierende CSP-spezifische CD8" T-Zellen in der Maus induzieren. (Tartz et al., 2006).
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4, Zielsetzung

Das Hauptziel dieser Arbeit ist es den Einfluss der CD4"Foxp3" regulatorischen T-Zellen (Tgeg)
auf die CSP-spezifische CD8" T-Zellantwort wihrend der Leberphase einer Plasmodium

berghei Infektion zu untersuchen.

Zu diesem Zweck sollten Tgeg zu verschiedenen Zeitpunkten spezifisch depletiert werden.
Daflir wurden neuartige BAC-transgene DEREG Maduse, in welchen die Tgeg in vivo mit
Diphtherietoxin depletiert werden konnen, mit der experimentellen Impfung ACT-CSP

immunisiert.

Dieses Projekt soll einen Beitrag zur Beantwortung folgender Kernfragen liefern:

1. Haben Tgeg einen inhibitorischen Effekt auf die Expansion und die IFNy-Produktion der
CSP-spezifischen CD8" T-Zellen nach einer Immunisierung. Welchen Einfluss haben die Treg
wahrend des Verlaufs der Malaria? Findet dieser Einfluss im ,,priming“ der Teg, im ,,boosting”

oder im Challenge mit Sporozoiten statt?
2. Erzeugen die Immunisierung mit ACT-CSP und die Depletion der Tgeg €ine spezifische CD8-
Memory Antwort? Kann eine Depletion der Tgeg €ine verstdrkte Protektion im Verlauf der

Leberphase der Malaria induzieren?

3. Kann die Depletion der Tgeg; Wahrend der Blutphase der Malaria die Immunantwort

verstarken? Flhrt dies zu einer Pathologie?
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Il. Materialien und Methoden

1. Materialien

1.1. Laborgerdte

Analysenwaage

Brutschrank

CO,-Inkubator fiur die Zellkultur
Digitalwaage

Einkanalpipetten

Elektrophoresekammer (DNA-Gele)
ELISPOT-Reader

Durchflusszytometer ,,FACSAria“
Durchflusszytometer ,,FACSCalibur”
Durchflusszytometrie-Software CELLQuest 3.0
Fotoanlage (Geldokumentation)

Inverses Mikroskop

Magnetriihrer

Mehrkanalpipette ,Research Pro“
Mikrowelle

Mikrozentrifuge, 5415
Neubauer-Zahlkammer (0,1 x 0,0025 mmz)
pH-Meter

Reflotron Plus Photometer
Schuttelinkubator

Spannungsquelle (Gelelektrophorese)
Spektralphotometer UV VIS, U-2000
Sterile Arbeitsbank Laminair HB2448
Szintillationscocktail (Rotiszint eco plus)

B-Szintillationszahler 1205 Betaplate

-24-

Sartorius, Gottingen

Heraeus Instruments, Hanau

Heraeus Instruments, Hanau

Kern & S6hne, Alberstadt
Gilson, Frankreich
Eppendorf, Hamburg
BioRad, Miinchen

BioSys, Karben-Frankfurt
BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA
Mitsubishi, Japan

Nikon, Japan

IKA Labortechnik, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Panasonic, Japan
Eppendorf, Hamburg
Brandt, Wertheim
Labortec, Wiesbaden
Roche Diagnostics, Schweiz
Infors, Schweiz
BioRad, Miinchen

Hitachi, Japan

Heraeus Instruments, Hanau

Carl Roth, Karlsruhe

Wallac, Finnland



Thermocycler Hybaid, England

Thermomixer, 5436 Eppendorf, Hamburg
Tischschittelgerat IKA Labortechnik, Staufen
Tischzentrifuge, Megafuge 1.0R Heraeus Instruments, Hanau
UV-Transilluminator International Biotechnologies, USA
Wasserbad Haake, Karlsruhe
Wasserdeionisierungsanlage Milli-Q-Plus Millipore, Frankreich
Zellerntegerat Micro Cell Harvester Scatron Instruments, Norwegen

1.2. Plastikwaren

Kryordhrchen Nunc, Danemark
FACS-Rohrchen BD Bioscience, USA
Gewebekulturplatten, 6, 24 und 96 well Greiner, Frickenhausen
Pipettenspitzen Sarstedt, Niirnberg

Gilson, Frankreich

Plastikkivetten fiir Photometer Brandt, Wertheim
Reaktionsgefafle 0,5 mL; 1,5 mL; 2 mL Eppendorf, Hamburg
Spritzen und Kanilen Braun, Melsungen
SterilfiltriergefaRe ,Stericup” Millipore, Bedford, USA
Zellsiebe 70 um Falcon/BD Bioscience, USA
Zentrifugenrohrchen 15 mL; 50 mL Falcon/BD Bioscience, USA

1.3. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen

Merck (Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

1.4. Reagenzien

1.4.1. Reagenzien fiir molekularbiologische Arbeiten

Agarose Biomol, Hamburg

Desoxyribonukleosidtriphosphat MBI Fermentas, St.Leon-Rot
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DNA-Marker (100bp-Leiter, 1kb-Leiter)
Ethidiumbromid

Mineralol

MBI Fermentas, St.Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

1.4.2. Reagenzien fiir biochemische Arbeiten

Ammoniumpersulfat (APS)
Bovines Serumalbumin (BSA)

Tween-20

Roth, Karlsruhe
Serva Feinbiochemika, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

1.4.3. Reagenzien fir zellbiologische Arbeiten

Avidin-HRP

Streptavidin-HRP

Cohn Il (humane IgG-Fraktion)
Diaminobenzidin (DAB)

Fetales Kalberserum (FCS)
IMDM-Medium

Gentamicin

L-Glutamin (200 mM)

*H-Thymidin

GolgiStop

lonomicin (250 ng/mL)
Phorbolmyristatacetar (PMA) (10 ng/mL)
NycoPrepTM Universal

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640

Trypanblau

1.5. Enzyme

Tag-DNA-Polymerase, 1 U/uL

1.6. Antikorper

APC, FITC, PerCP und PE Ratte-anti-Maus CD4
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BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad, Miinchen

GibcoBRL, Eggenstein

PAA, Osterreich

GibcoBRL, Eggenstein

GibcoBRL, Eggenstein
Amersham Buckinghamshire, UK
BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA

BD Bioscience, USA

Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway
GibcoBRL, Eggenstein

Serva Feinbiochemika, Hamburg

MBI Fermentas, St.Leon-Rot

BD Bioscience, USA



APC, FITC, PerCP und PE Ratte-anti-Maus CD8a BD Bioscience, USA

APC, FITC und PE Ratte-anti-Maus IFNy BD Bioscience, USA
APC, FITC und PE Ratte-anti-Maus IL-2 BD Bioscience, USA
APC, FITC und PE Ratte-anti-Maus IL-10 BD Bioscience, USA
APC, FITC und PE Ratte-anti-Maus TNFa BD Bioscience, USA
PE Ratte-anti-Maus CD19 BD Bioscience, USA
PE Ratte-anti-Maus CD25 BD Bioscience, USA
PE Ratte-anti-Maus CD62L BD Bioscience, USA
PE Ratte-anti-Maus CD86 BD Bioscience, USA
APC, FITC und PE Ratte-anti-Maus IgG1k (Isotypkontrolle) BD Bioscience, USA
APC und PE konjugierte anti-Maus TNFa eBioscience, USA

APC und PE konjugierte anti-Maus IL-2 eBioscience, USA

PE und FITC konjugierte anti-Maus/Ratte Foxp3 eBioscience, USA

Hamster anti-Maus CTLA4 (4F10) J. Bluestone, USA

“Blocking”-Antikorper (1gG1) BD Bioscience, USA

1.7. Diphtherie Toxin

Diphtherietoxin zur Verdiinnung 1 mg/mL in PBS EMD Bioscience, USA

1.8. Maedien fiir eukaryotische Zellen

Fetales Kélberserum (FCS) vor Gebrauch fir 30 Minuten auf 56°C erhitzt
(zur Inaktivierung des Komplementsystems)
RPMI 1640 mit 10% FCS 500 mL RPMI 1640
50 mL FCS
5 mL L-Glutamin (200 mM)

2,5 mL Gentamicin

1.9. Puffer

1.9.1. Puffer und Stammldsungen

Alle Puffer und Lésungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und fiir zelluldre

Arbeiten vor Gebrauch steril filtriert oder autoklaviert.
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1.9.2. Puffer und Stammlésungen fiir molekularbiologische Arbeiten

Ethidiumbromid-Lésung 10 mg/mL

Natriumacetat-Losung (pH 4,6) 3M Natriumacetat

50x TAE-Puffer (pH 8,3) 0,6 M Natriumacetat
2 M Tris Base

0,1 M Na,EDTA
10x TBE-Puffer (pH 8,0) 0,89 M Tris Base

0,89 M Borsaure

20 mM Na,EDTA x 2 H,0
dNTP-Mix fiir PCR 2 mM dATP

2 mM dCTP

2 mM dGTP

2 mMdTTP

1.9.3. Puffer und Stammldsungen fir biochemische Arbeiten

Blockpuffer (ELISPOT) 1% BSA in PBS
Coating-Puffer (ELISPOT) (pH 9,4) 0,1M NaHCO3
Diaminobenzidin-Stammlosung DAB (ELISPOT) 40 mg/mL DAB in Aqua dest.

Nickelchlorid-Stammldsung (ELISPOT) 80 mg/mL NiCl, in Aqua dest.
20x PBS (pH 7,4) 2,7 M NaCl
54 mM KCI

87 mM Na,HPO4x 2H,0
30 mM KH,PO,
Losung fir intrazellulares FACS 1,6 pL lonomicin
20 puL PMA (1:250 vorverdiinnt)
20 plL Golgi-Stop
960 pL Vollmedium

PBS-Tween (ELISA) 0,1% Tween 20 in 1xPBS
Stoppuffer (ELISA) 2M H,S0,4
Substratlosung (ELISPOT) 200 uL DAB
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50 uL NiCl
2,5 |,lL HzOz
10 mL Substratpuffer

Substratpuffer (ELISA) (pH 5,5) 100 mM NaH,PO,
Substratpuffer (ELISPOT) (pH 7,0) 100 mM Tris
Waschpuffer (ELISA) 0,05% Tween 20 in PBS
Wright’s stain 1 mg/mL in Methanol

1.9.4. Puffer und Stammldsungen fir zellbiologische Arbeiten

Cohn Il-Lésung 10 mg/mLin PBS
Erythrozytenlyse-Puffer (pH 7,5) 10% 0,1 M Tris/HCl,
90% 0,158 M NH,CI
Einfriermedium 50% FCS
40% RPMI mit 10%FCS
10% DMSO
Antikorperloésung zur Farbung von Zellen 1:100 Antikorper (APC, FITC, PE, PerCP)
in FACS Puffer
IMDM/10% FCS (Vollmedium) 500 mL IMDM
50 mL FCS
5 mL L-Glutamin (200mM)

2,5 mL Gentamicin

Nycodenz-Losung 30% NycoPrepTM in Aqua dest.
Trypanblau-Losung 2 mg/100 mL in PBS
FACS-Puffer 1x PBS, 5% FCS

0,01% NaNj3

FACS-Fixierer 4% Paraformaldehyd in PBS
1.10. Peptide

CSP245-253 SYIPSAEKI MWG BiotechAG, Ebersberg

OVA257-264 SIINFEKL MWG BiotechAG, Ebersberg
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1.11. Mause

OT-1-Mause

DEREG Mause

1.12. Parasiten

Plasmodium berghei ANKA

Plasmodium yoelii 17XNL

Haplotyp H2-Kb, alle CD8" T-Zellen tragen einen
transgenen TCR fiir das OVA-Epitop SIINFEKL (OVA,s7.
264); BNI Hamburg

Balb/c Hintergrund Haplotyp H2-Kd und C57BI/6 x
Balb/c (F1) Hintergrund Haplotyp H2-Kb und H2-Kd;
LMU Minchen, BNI Hamburg

Sporozoiten wurden von Prof. Dr. V. Heussler, BNI
Hamburg, zur Verfligung gestellt
Stabilat aus mit P. yoelii Py17XNL (nichtletaler Stamm)

infizierten Balb/c Mausen; J. Langhorne, NIMR, England
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2. Methoden

2.1. Molekularbiologische Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen molekularbiologischen Methoden sind detailliert im
nachfolgenden Labor-Handbuch beschrieben:

Sambrook J., (2001): Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Edition, Cold Spring
Harbour Laboratory Press, New York

Die Genotypisierung der DEREG Madause wurde mittels Polymerasekettenreaktion

(polymerase chain reaction, PCR) und Durchflusszytometrie durchgefiihrt.

2.1.1. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine in vitro Methode zur enzymatischen Vervielfaltigung von DNA (Saiki et al.,
1988). Der Grundbaustein dieser Methode ist eine thermostabile DNA-Polymerase, aus dem
Bakterium Thermus aquaticus (Taq). Diese Polymerase zeichnet sich durch ihre enorme
Thermostabilitat aus, auch bei Temperaturen von tber 95°C bleibt sie stabil (Lawyer et al.,
1993).

Eine Matrizen-DNA (Template) wird bei 95°C denaturiert, an deren Einzelstrange sich dann
bei einer niedrigeren Temperatur zwei komplementare Primer anlagern (annealing). Bei
72°C wird, an den Primern startend, in 5" - 3" Richtung der komplementidre DNA-Strang
synthetisiert. Das zwischen den Primern liegende DNA-Fragment wird dadurch in jedem
Zyklus vervielfaltigt und seine Konzentration steigt, unter optimalen Reaktionsbedingungen,
theoretisch exponentiell an.

Die PCR-Reaktionen wurden in 0,5 mL Eppendorf-GefaRen unter folgenden Bedingungen
durchgefihrt: Ansatz: Template-DNA 100 ng

10x Reaktionspuffer 2,5 uL

MgCl, (25 mM) 1,5 uL
dNTP-Mix (2 mM) 2,5 L

Sense Primer (10 uM) 2,0 uL
Antisense Primer (10 uM) 2,0 uL
Tag-Polymerase (1U/ul) 0,5 mL
Gesamtvolumen 25,0 uL
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Programm: Zyklen
1x 5 min 94°C Denaturierung

30s 94°C Denaturierung
30x 30s 58°C Annealing

1 min_72°C Amplifikation
1x 5min 72°C Amplifikation

Bei der Auswahl der Primer muss darauf geachtet werden, dass diese keine zueinander
komplementdren oder repetitiven Sequenzen enthalten. Dies kdnnte zur Ausbildung von
Primeroligomeren oder unspezifischem Primerannealing fiihren. AuBerdem sollten die
zusammen verwendeten Primer eine dhnliche Schmelztemperatur (Annealingtemperatur)
besitzen. Diese wurde mit folgender Formel ndherungsweise bestimmt:

T=2N (A+T) + 4N (G+C) N: Anzahl der Basen; A: Adenin; C: Cytosin; G: Guanin; T:
Thymin

Die verwendete Tag-Polymerase besitzt keine 3" - 5" Exonukleaseaktivitat, hat also keine
Moglichkeit zur Fehlerkorrektur. Falsche Nukleotide werden mit einer statistischen

Haufigkeit von 2x10™ eingebaut.

2.1.2. Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten entsprechend
ihrer unterschiedlichen GroRe. Die DNA-Molekiile wandern dabei in einem angelegten
elektrischen Feld aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphorsaurediestergruppen in
Richtung der Anode. Die Geschwindigkeit der linearen DNA-Molekiile im Agarosegel ist dabei
umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare. Die
Konzentration des Agarosegels ist abhangig von der GrofRe der zu trennenden DNA-
Fragmente, hohere Gelkonzentrationen fiihren zu einer langsameren, aber spezifischeren
Trennung. Hier wurden Gele mit einer Agarosekonzentration von 1-2% verwendet, fiir
analytische Gele wurde 1xTBE. Die Detektion der DNA erfolgte mithilfe des Farbstoffs
Ethidiumbromid, der den Gelen in einer Endkonzentration von 0,2 pg/mL zugesetzt wurde.
Nach der Elektrophorese wurde die DNA im Gel unter UV-Licht sichtbar gemacht. Als

GrolRenstandards wurde der DNA-Molekulargewichtsmarker verwendet.
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2.2. Zellbiologische Methoden

2.2.1. Allgemeine Bedingungen der Zellkultur

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

Glasgerate wurden fir drei Stunden bei 180°C sterilisiert.

2.2.2. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Aufbewahrung eukaryontischer Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff (-196 °C), da sie
dort Uiber lange Zeit gelagert und nach dem Auftauen wieder in Kultur genommen werden
konnen. Zum Einfrieren wurden je 5x10° Zellen durch Zentrifugation pelletiert und langsam
mit 1 mL vorgekuhltem Einfriermedium versetzt. Dieses enthdlt 10 % Dimethylsulfoxid
(DMSO), das stark hygroskopisch ist und so die Bildung von Eiskristallen wahrend des
Einfrierens verhindert. Die Zellsuspension wurde danach in Kryoréhrchen pipettiert, welche
Uber Nacht bei -70 °C gelagert und anschlieBend in flissigen Stickstoff (iberflihrt 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. Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurden die Zellen unter dem Mikroskop in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Die Lebendzellzahl wurde durch den Trypan
Ausschlusstest bestimmt. Dieser beruht auf der Tatsache, dass lebende Zellen den Farbstoff
aktiv aus dem Zellinneren ausschlieRen, wahrend tote Zellen angefarbt werden. Ein Aliquot
Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen Trypanblauldsung gemischt und die

Zellzahl unter Bertuicksichtigung der Verdiinnung bestimmt.

2.2.4. Praparation muriner Milzzellen

Die praparierte Milz der Maus wurde mithilfe einer Kanile mit 5 ml Erythrozytenlysepuffer
grindlich durchgespiilt. Die Zellsuspension wurde anschlieBend zweimal mit Vollmedium

-33-



gewaschen (1200 rpm, 4°C, 10 min), bevor die Zellzahl bestimmt wurde.

2.2.5. Praparation muriner Leberzellen

Vor der Entnahme wurde die Leber Uber die Pfortader mit 5 mL PBS/10% FCS durchspdilt.
AnschlieBend wurde die Leber ablatiert und in einem Morser zerstofRen. Die Zellsuspension
wurde Uber ein Zellsieb (Cellstrainer, Falcon/Becton Dickinson) gegeben, um eine
Einzelzellsuspension zu erhalten und anschlieBend bei 1400 rpm und 4°C 10 Minuten
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 mL purem RPMI-Medium und mit 5,5 mL 30%
Nycodenz® (Nicoprep) Losung resuspendiert. Dabei handelt es sich um eine Ldsung zur
Herstellung von Dichtegradienten zur Aufreinigung von Zellen oder Zellorganellen. Die
Suspension wurde anschliefend mit 2 mL RPMI-Medium unterschichtet und zur Ausbildung
des Dichtegradienten bei 2500 rpm und 4°C fir 20 Minuten zentrifugiert. Die
Lymphozytenpopulation konnte anschlieend mithilfe einer Pipette abgenommen werden.
Die Zellen wurden einmal in RPMI-Medium mit 10% FCS gewaschen (1200 rpm, 4°C, 10 Min),

bevor die Zellzahl bestimmt wurde.

2.2.6. Praparation von Zellen aus dem peripheren Blut

Uber die Schwanzvene wurde den Miusen ca. 100 pL Blut entnommen. Dieses wurde in
einem EDTA-beschichteten GefaR gesammelt und mit 10 pL Heparin versetzt, um eine
Agglutination zu verhindern. Das Blut wurde mit 10 mL Erythrozytenlyse-Puffer fiir 5 Min
gemischt und anschliefend bei 1200 rpm und 4°C fir 10 Min abzentrifugiert. Das Pellet

wurde in RPMI mit 5 % FCS aufgenommen.

2.2.7. Stimulation von murinen Milzzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Milzzellen von C57BL/6-OT-I-Mausen mit SIINFEKL
(OVA257-264) in vitro stimuliert, um die inhibitorischen Effekte der Tgeg auf die Proliferation
und IL-2-Produktion zu untersuchen. C57BL/6-Milzzellen wurden mit SIINFEKL in Gegenwart
verschiedener Konzentrationen gereinigter Treg stimuliert. Dazu wurden je 2x10° Milzzellen
in jede Vertiefung einer 96-Loch-Zellkulturplatte pipettiert und in einem Endvolumen von
200 L kultiviert. Als positiv Kontrolle wurden anti-CD3-Antikérper benutz und als negativ

Kontrolle wurde RPMI 10% FCS verwendet. Nach 48 Stunden Inkubation wurden 150 puL
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Kulturliberstand fiir die Durchfiihrung von Zytokin-ELISA abgenommen, aulRerdem wurde die
Proliferation der Zellen gemessen. Die genauen Stimulationsbedingungen sind dabei an den

entsprechenden Stellen im Ergebnisteil dieser Arbeit beschrieben.

2.2.8. Enzyme-linked immunoasorbent assay (ELISA)

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest ist ein immunologisches Nachweisverfahren,
das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Mit Hilfe des ELISA kénnen Proteine,
Viren, aber auch niedermolekulare Verbindungen wie Hormone, Zytokine und Toxine in
einer Probe (Blutserum, Urin, etc.) nachgewiesen werden. Hierbei macht man sich die
Eigenschaft spezifischer Antikdrper zunutze, die an den nachzuweisenden Antigenen binden.
Antikorper oder Antigen werden zuvor mit einem Enzym markiert. Die durch das Enzym
katalysierte Reaktion dient als Nachweis fiir das Vorhandensein des Antigens. Das Substrat
wird vom Enzym umgesetzt und damit kann das Reaktionsprodukt durch Farbumschlag,
Fluoreszenz oder Chemolumineszenz nachgewiesen werden. Die Signalstirke ist eine
Funktion der Antigenkonzentration, sodass ELISA auch fir quantitative Nachweise
verwendet werden kann (Engvall und Perlman, 1971).

Eine Variante des ELISA (sandwich-ELISA) verwendet zwei Antikorper (Ak), die beide
spezifisch an das nachzuweisende Antigen binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide
Antikorper an unterschiedlichen Stellen an das Antigen binden, da sie sich sonst gegenseitig
behindern wirden. Der erste Antikorper (coating-Antikérper) wird an eine feste Phase
(meist spezielle 96-Well-Mikrotiterplatte) gebunden. Die Probe mit dem nachzuweisenden
Antigen wird dann in die Vertiefungen gegeben und lber Nacht inkubiert. Wahrend dieser
Zeit bindet der an die Platte gebundene Antikorper das in der Probe vorhandene Antigen.
Nach Ablauf der Inkubationsphase wird die Platte gewaschen. Die ungebundenen
Bestandteile der Probe werden dadurch entfernt und zurlick bleibt nur das am coating-
Antikorper gebundene Antigen. Im nachsten Schritt wird ein Detektions-Antikdrper
zugegeben, an dessen Ende ein Enzym, meistens Streptavidin-HRP (horseradish-peroxidase)-
Konjugat, gebunden ist. Dieser zweite Antikorper bindet ebenfalls an das Antigen und es
entsteht der Antikoérper-Antigen-Antikorper-Komplex. Durch erneutes Waschen der Platte
wird der Uberschissige zweite Antikorper ausgewaschen und dann ein zum Enzym
passendes chromogenes Substrat zugegeben. Dieses wird vom Enzym zu einem

Reaktionsprodukt umgesetzt, dessen Nachweis durch Farbumschlag, Fluoreszenz oder
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Chemolumineszenz erfolgen kann. Flr quantitative Nachweise wird lblicherweise eine Serie
mit bekannten Antigenkonzentrationen durchgefiihrt, um eine Kalibrierungskurve fiir das
gemessene Signal (optische Extinktion, emittierte Intensitat) zu erhalten. Die Farbreaktion
kann in einem Photometer verfolgt werden. Die Intensitdt der Farbe ist dabei proportional
zu der Konzentration des entstandenen Substrats und damit auch der Konzentration des zu
bestimmenden Antigens in der Probe (Goldsby et al., 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sandwich-ELISA dazu verwendet um die Konzentration von
Zytokinen (IL-2, IL-10, IFNy, TNFa), Zelliberstdnden und Sera zu quantifizieren. 96-Loch-
ELISA-Platten wurden tiber 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 zweistiindige Inkubation der Platten mit 200 uL Blockpuffer pro
Vertiefung bei Raumtemperatur abgesattigt. Es folgten drei Waschschritte mit Waschpuffer,
bevor 50 uL der Zelliberstande zugegeben wurden. Fir jede Probe wurden jeweils Doppel-
oder Dreifachbestimmungen vorgenommen, um die Genauigkeit der Messung zu erhéhen.
Auf jeder Platte wurde zudem eine Verdinnungsreihe eines externen Standards mitgefihrt
(jeweils Doppelwerte). Nach zweistlindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die
Vertiefungen der ELISA-Platte erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen und daraufhin mit
je 50 pL des biotinylierten Detektions-Antikdrpers inkubiert (in 1x PBS mit 0,1 % BSA
verdinnt). Die Platte wurde eine Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt und nach drei
weiteren Waschvorgiangen mit Waschpuffer das Streptavidin-HRP-Konjugat zugegeben
(1:200 in 1x PBS mit 0,1 % BSA verdinnt). Nach halbstliindiger Inkubation bei
Raumtemperatur und dreimaligem Waschen der ELISA-Platte wurden 100 pulL
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 plL Stopppuffer beendet. Daraufhin wurde die Absorption
photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen und anhand des mitgefiihrten

Standards die jeweilige Zytokinkonzentration berechnet.

2.2.9. Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISPOT)

Der ELISPOT ist eine vom ELISA abgewandelte Methode, um einzelne Zytokin- oder
Antikorper-produzierende Zellen nachzuweisen (Czersinsky et al., 1983). Er wurde hier zum

Nachweis IFNy-sezernierender Zellen genutzt. Hierfir wurden 96-Loch HSA™ Platten
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(Millipore) mit 5 pg/mL anti-IFNy-Antikorper Gber Nacht bei 4°C beschichtet. Anschliefend
wurden freie Bindungsstellen mit Blockpuffer fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
blockiert. Nach dreimaligem Waschen der Platte mit PBS wurden 2x10° Zellen je Loch
zugegeben. Die Zellen wurden nur in Medium inkubiert oder mit 3 pg/mL anti-CD3-
Antikorper, 1 pg/mL CSPys7s53 oder 0,1 pg/mL OVAjs7264 flr 18 Stunden stimuliert.
AnschlieBend wurde die Platte dreimal mit 1x PBS gewaschen und mit 2 pg/mL
biotinkonjugiertem anti-IFNy-Antikdrper fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Nach erneutem
dreimaligem Waschen mit 1x PBS wurde Avidin-HRP-Konjugat (1:400) fiir eine Stunde bei
37°C zugegeben. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit 1x PBS wurde dann die
Substratlosung zugegeben. Diese enthalt neben H,0, und NiCl das Substrat Diaminobenzidin.
Das braunliche Produkt dieses Substrats geht nach der enzymatischen Umsetzung nicht in
Loésung, sondern bleibt im reaktiven Zentrum der Peroxidase gebunden und erscheint in
Form von dunklen Punkten (Spots). Nach Erreichen einer sichtbaren Farbung wird die
Reaktion mit Wasser gestoppt. Die Zahl der Spots kann mithilfe des ELISPOT-Readers
bestimmt werden. Das Ergebnis wird in spot forming units (Zahl der spots pro 10° Zellen)

angegeben.

2.2.10. Messung der Zellproliferation

Diese Messung beruht darauf, dass Zellen wahrend der Teilung DNA synthetisieren. Man
stellt den Zellen einen radioaktiv markierten Baustein der DNA zur Verfigung (*H-Thymidin)
und misst anschlieRend die Radioaktivitit. Je stirker Zellen proliferieren, desto mehr *H-
Thymidin bauen sie ein, und desto hoher ist demzufolge die Radioaktivitat.

Jeweils 2x10° Milzzellen wurden in einem Volumen von 200 pL je Vertiefung einer 96 Loch-
Mikrotiterplatte eingesetzt. Als Negativkontrollen wurden die Milzzellen nur mit Vollmedium
inkubiert. Als Positivkontrolle dienten Milzzellen, die mit dem Peptid OVA;s57.264 (SIINFEKL) in
einer Endkonzentration von 0,1 pg/mL inkubiert wurden. Nach 48 Stunden Kultur wurden je
100 pL Uberstand abgenommen und 50 plL 3H-Thymidin (0,5 uCi je Vertiefung) fir weitere 12
Stunden zugegeben. Fir die Messung der eingebauten Radioaktivitat wurden die Zellen mit
einem automatischem Zellerntegerat aus den Vertiefungen der Zellkulturplatte entnommen
und auf einen Glasfaserfilter aufgebracht. Der Glasfaserfilter wurde anschliefend 5 Minuten
in der Mikrowelle getrocknet, danach in eine Plastikhiille gegeben und mit 5 mL

Szintillationsfllssigkeit befeuchtet. Die Aktivitat wurde dann mit einem Szintillationszahler
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bestimmt. Die gemessene Radioaktivitdt wurde in Zerfallen pro Minute (counts per minute,

cpm) angegeben.

2.2.11. Durchflusszytometrische Analysen

Das Durchflusszytometer ist ein optoelektrisches Messsystem, das optische Signale
unterschiedlicher Auspragung (Lichtstreuung und Fluoreszenzsignale) detektiert. Im
Durchflusszytometer wird die zu analysierende Zellsuspension in Einzelzellsuspension
gebracht und die vereinzelten Zellen in Tropfchenform an einem Laserstrahl vorbeigeleitet.
Photomultiplikatoren messen dabei die Streuung des Laserlichts. Die Vorwartsstreuung (FSC)
korreliert mit der GroRRe der Zellen, die seitliche Streuung (SSC) mit der Granularitdt (Nebe-
von-Caron et al., 2002). Mithilfe der Durchflusszytometrie kénnen zudem unterschiedliche
Zellpopulationen anhand ihres Repertoires an Oberflichenmarkern voneinander abgegrenzt
werden. Dafilir werden Zellen mit spezifischen Antikdrpern gefarbt, die gegen verschiedene
Oberflachenproteine der unterschiedlichen Zellpopulationen gerichtet und mit einem
Fluoreszenzfarbstoff konjugiert sind. Die gebrauchlichsten Fluorochrome sind Phycoerythrin
(PE), Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Allophycocyanin (APC) und Peridin-Chlorophyll-Protein
(PerCP).

Die Anfarbungen der Zellen mit Flurochrom wurden bei 4°C durchgefiihrt. Pro Farbung
wurden 2x10° bis 1x10° Zellen durch Zentrifugation (1200rpm, 4 °C, 5 Minuten) pelletiert
und der Uberstand entsorgt. AnschlieBend wurde das Pellet in 100 pL FACS-Puffer
resuspendiert und 50 pL Cohn Il oder Losung mit , Blocking“-Antikorper (IgG1, BD Bioscience)
zugegeben, um die unspezifischen Bindungsstellen zu belegen. Nach zehn Minuten
Inkubation wurden jeder Probe 50 pL Antikorperldsung zur Farbung der Zellen zugegeben
und fur 30 Minuten inkubiert. Im darauffolgenden Waschvorgang wurden 2 mL FACS-Puffer
zugegeben, die Proben durch Zentrifugation (1200rpm, 4 °C, 5 Minuten) pelletiert und der
Uberstand entsorgt. Im letzten Schritt wurde das Pellet zur Fixierung in 400 uL 1x PBS mit 1%
PFA resuspendiert. Nach der Fixierung wurden die Proben bis zur Analyse bei 4°C
lichtgeschiitzt aufbewahrt.

Bei jedem Experiment wurden Farbungen mit Isotyp-Kontrollantikérper durchgefiihrt, um
das AusmaR einer unspezifischen Antikorperbindung beurteilen zu kdnnen.

Die Aufnahme und Auswertung der Daten erfolgte mithilfe des ,FACSCalibur”

Durchflusszytometers und dem Programm ,,CELLQuest”.
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Bei den Auswertungen wurden ausschlieRlich Zellen im Lymphozyten-Gate bericksichtigt.

2.2.12. Standardwaschschritt fir FACS

Fall nicht anders angegeben erfolgten die Waschschritte nach einem standardisierten
Protokoll. Die Probe wurde hierbei durch Zentrifugation (1200rpm, 4 °C, 5 Minuten)
pelletiert und der Uberstand entsorgt. AnschlieBend erfolgte eine Resuspension in 2 mL
FACS-Puffer und eine erneute Pelletierung durch Zentrifugation (1200rpm, 4 °C, 5 Minuten)

mit Entsorgung des Uberstandes.

2.2.13. Pentamer-Farbung

Die Pentamer-Farbung ermoglicht es antigenspezifische Zellen direkt zu markieren, sodass
sie mit der Durchflusszytometrie detektiert werden kénnen.

Ein Pentamer besteht aus flinf gekoppelten MHC-CSP-Peptidkomplexen, die CSP-spezifische
Rezeptoren auf CD8" T-Zellen binden. Diese Pentamere sind mit APC markiert und kénnen
damit mittels Durchflusszytometrie detektiert werden.

Fiir die Detektion CSP-spezifischer T-Zellen wurden 6-8 x 10° Zellen mit 4 uL des Pentamers
inkubiert. Nach zehn Minuten wurde der monoklonalen Antikérper anti-CD8 (1:100) fir
weitere 30 Min zugegeben. Den Zellen wurde 2 mL FACS-Puffer zugegeben, die Proben durch
Zentrifugation (1200rpm, 4 °C, 5 Minuten) pelletiert und der Uberstand entsorgt. Im letzten
Schritt wurde das Pellet zur Fixierung in 400 pL 1x PBS mit 1% PFA resuspendiert. Nach der

Fixierung wurden die Proben bis zur Analyse bei 4°C lichtgeschiitzt aufbewahrt.

2.2.14. Foxp3 Farbung

Fir die intrazelluldre Farbung von Foxp3® wurde das Foxp3-PE Staining Kit von eBioscience
nach den Angaben des Herstellers verwendet. Es wurden 5x10° Zellen pro Farbung
eingesetzt. Vor der intrazelluldren Farbung mit einem anti-Foxp3-Antikorper, wurden die
Zellen auf der Oberflaiche mit anti-CD4 (1:100) und anti-CD8 (1:100) gefarbt. Den Zellen
wurde 2 mL FACS-Puffer zugegeben, die Proben durch Zentrifugation (1200rpm, 4 °C, 5
Minuten) pelletiert und der Uberstand entsorgt. Im nichsten Schritt wurde das Pellet tiber
Nacht mit 1 mL Fixierungs/Permeabilisierungs-Losung (Foxp3 Staining Kit, eBioscience)

permeabilisiert. Darauf folgte ein erneuter Waschschritt, bei dem die Proben durch
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Zentrifugation (1200rpm, 4 °C, 5 Minuten) pelletiert, der Uberstand entsorgt, das Pellet in 2
mL FACS-Puffer resuspendiert, erneut zentrifugiert und pelletiert wurde. Im letzten Schritt
wurde das Pellet der Zellen mit 2 mL Permeabilisierung-Puffer (Foxp3 Staining Kit,
eBioscience) resuspendiert und 1,5 pL anti-Foxp3-Antikorper fir 30 Min zugegeben.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit 2 mL Permeabilisierungspuffer gewaschen und

mit 250 pL PBS mit 1% PFA fixiert und im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.15. Intrazelluldre Zytokinfarbung

Die intrazellulare Zytokinfarbung ist eine Methode, um Zellen, die peptidspezifisch Zytokine
produzieren, durchflusszytometrisch zu erfassen. Hierzu wird die Zytokinfreisetzung durch
Zugabe von Golgi-Plaque (Brefeldin A) gehemmt, die Zellmembran permeabilisiert und ein
Antikorper gegen das Zytokin (in Fall dieser Arbeit, IL-2, IL-10, TNFa und IFNy) hinzugegeben.
Der Antikérper markiert Zellen, die auf eine Peptidstimulierung mit Zytokinproduktion
reagiert haben (Bottler, 2005). Fir jede Probe wurden 4-5 unterschiedliche Farbungen
angefertigt.

Je Probe wurden 2x10° Zellen verwendet, die durch Zentrifugation (1200rpm, 4 °C, 5
Minuten) pelletiert wurden. Anschliefend wurde das Pellet in 100 pL FACS-Puffer
resuspendiert und mit den Stimulanzien, 1 pg/mL CSP,45 253 oder 0,1 pg/mL OVA;57.264, flr 2
Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Darauf folgend wurde 50 uL Lésung fir
intrazelluldares FACS pro Probe zugegeben und erneut fir 4 Stunden im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Das darin enthaltene PMA stimuliert die Zytokin Produktion von T-Zellen
unabhangig vom T-Zell-Rezeptor. Nach einem Waschschritt erfolgte die Oberflachenfarbung
mit 50 plL ,Blocking“-Antikorper zusammen mit 50 pL anti-CD4 oder anti-CD8 Antikorper in
einer Verdinnung 1:100. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 4°C kam ein erneuter
Waschvorgang, um daraufhin die Zellen in 200 uL Cytofix/Cytoperm zu resuspendieren. Auf
eine Einwirkphase von 15 Minuten bei 4°C und einem Standardwaschschritt folgte ein
weiterer Waschschritt mit 2 mL Perm/Wash. Dem Pellet wurde dann zur Durchfiihrung der
intrazellularen Farbung Antikorper (IL-2, IL-10, IFNy, TNFa) 1:100 in Perm/Wash verdiinnt
zugegeben und 30 Minuten bei 4°C inkubiert. AnschlieBRend wurde einmal mit Perm/Wash
und einmal mit FACS-Puffer gewaschen. Als letzter Schritt wurde das Pellet zur Fixierung in
400 pL 1x PBS mit 1% PFA resuspendiert. Nach der Fixierung wurden die Proben bis zur

Analyse bei 4°C lichtgeschiitzt aufbewahrt.

-40 -



Bei jedem Experiment wurden Farbungen mit Isotyp-Kontrollantikérper durchgefiihrt, um
das AusmaR einer unspezifischen Antikorperbindung beurteilen zu kénnen.

Die Aufnahme und Auswertung der Daten erfolgte mithilfe des ,FACSCalibur”
Durchflusszytometers und dem Programm ,,CELLQuest”.

Bei den Auswertungen wurden ausschlieBlich Zellen im Lymphozyten-Gate beriicksichtigt.

2.2.16. Zellsortierung mittels Durchflusszytometrie

Um die Funktionen der Tgeg in vitro zu analysieren, wurden diese aus der Gesamtpopulation
der Lymphozyten der Milz, abhangig ihrer GréRe, Granularitit und
Fluoreszenzproteinexpression mittels Hochgeschwindigkeitsdurchflusszytometrie (FACSAria)

sortiert.

2.2.17. Sortierung eGFP” Treg

Die Milzzellen wurden mit einem 70 um Zellsieb gefiltert. Danach wurde ihre Konzentration
unter dem Mikroskop mit einer Neubauerzahlkammer bestimmt und die Zellsuspension auf
ein Maximum von 1x10’ Zellen/mL verdiinnt.

Aus dieser Losung wurden daraufhin mit dem Hochgeschwindigkeitsdurchflusszytometer

(FACSAria) die Tgeg aufgrund ihrer eGFP-Expression aussortiert.

2.2.18.  Sortierung CD8" eGFP" Tgeg

Hierzu wurden die filtrierten Milzzellen in einer Konzentration von maximal 1x 10’ Zellen/mL
mit Vollmedium verdinnt und durch die Zugabe von 500uL/mL ,Blocking“-Antikorper
blockiert. Nach 10 Minuten Inkubation bei 4°C wurde der anti-CD8 Oberflachenantikérper in
einer Konzentration von 5 pL/mL beigegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
bei 4°C erfolgte ein Standardwaschschritt. Anschliefend wurde das Pellet in 2 mL
Vollmedium  resuspendiert, die Zellzahl unter dem Mikroskop mit einer
Neubauerzihlkammer bestimmt und auf eine Maximalkonzentration von 1x10’ Zellen/mL
weiterverdiinnt.

Aus dieser Losung wurden daraufhin mit dem Hochgeschwindigkeitsdurchflusszytometer

(FACSAria) die CD8" eGFP" Tgeg aussortiert.
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2.3. Tierversuche

Alle Tierversuche wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz
durchgefihrt und von der Hamburger Behorde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und
Verbraucherschutz genehmigt. Fir alle Versuche wurden weibliche oder mannliche, 8 bis 10
Wochen alte DEREG Mé&use (BALB/C oder F1: C57BI/6 x BALB/C Hintergrund) und Wildtyp

Mause als Kontrolle (littermates) eingesetzt.

2.4. Immunisierung mit ACT-CSP

Die Mause wurden mit 20 pg ACT-CSP in 200 pL PBS intraperitoneal (i.p.) immunisiert. Einige
Mause erhielten nach 21 Tagen eine ,,Boost“-Immunisierung. In einigen Experimenten wurde
der monoklonale Antikorper anti-CTLA4 (4F10) verabreicht. Daflir wurden einen Tag vor der
»Prime“- oder der ,, Boost“Immunisierung 500 pg Antikorper in 200 pL PBS i.p. injeziert.
Sieben Tage bis drei Wochen nach der letzten Immunisierung wurden die Mause entweder

zur Organentnahme getotet oder mit P. berghei Sporozoiten infiziert (Tartz et al., 2007).

2.5. Depletion von Tgeg in vivo mit Diphtherie Toxin (DT)

Um eine Depletion von Tgeg zu induzieren, wurde den DEREG und Wildtyp Mdusen 1 pg DT in
200 pL sterilem PBS verdiinnt i.p. Injiziert. Die Applikation erfolgte an den drei auf die

»Prime“- oder ,Boost“-Immunisierung folgenden Tagen.

2.6. Infektion mit P. berghei

Fir die Infektion immunisierter Mause wurden P. berghei Sporozoiten verwendet, die frisch
aus den Speicheldriisen von Anopheles-Miicken prapariert worden waren. Die Sporozoiten
wurden 20 bis 25 Tage nach Infektion der Miicken prapariert. Die immunisierten Mause
wurden mit je 1000 Sporozoiten in 100 uL PBS intravends (i.v.) in die Schwanzvene infiziert.
Zwischen Tag 5 und Tag 12 nach der Infektion wurden regelmaRig Blutausstriche mit aus der
Schwanzvene der Mause entnommenem Blut hergestellt, um die Parasitdmie zu bestimmen.
Diese wurden mit Wright’s Stain-Losung angefarbt und die Zahl der infizierten Parasiten
mikroskopisch bestimmt. Die Parasitamie wird als prozentualer Anteil der infizierten
Erythrozyten an der Gesamtzahl der Erythrozyten angegeben. Die infizierten Mduse wurden
jeden Tag beobachtet und moribunde Mause wurden getotet.
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2.7. Infektion mit P. yoelii 17XNL

Eine Infektion mit P. yoelii 17XNL lduft in der Regel nicht todlich ab. Die Immunantwort fiihrt
zur Kontrolle der Parasitamie und zur Beseitigung P. yoelii 17XNL-infizierter Erythrozyten.
Eine zufallig bei der in vivo-Mauspassage auftretende P. yoelii 177XNL-Variante wurde P. yoelii
XL genannt, da sie durch einen schnelleren Anstieg der Parasitamie und hohere Letalitat,
welche etwa 30% in Balb/c-Mausen ist, gekennzeichnet ist (Lepenies, 2007). Stabilate der
Varianten P. yoelii 17XNL wurden in flissigen Stickstoff eingefroren und zur Infektion von
Mausen verwendet. Die Infektion erfolgte durch i.p. Verabreichung von Stabilat, wobei jeder
Maus 5x10° infizierte Erythrozyten injiziert wurden. In regelmaRigen Abstinden nach der
Infektion wurden zur Bestimmung der Parasitamie Blutausstriche mit Wright’s Stain-L6sung
gefiarbt und die Zahl der infizierten Parasiten mikroskopisch bestimmt.. Das Uberleben der

Mause wurde taglich beobachtet, wobei Mause moribunde Mause getotet wurden.

2.8. Blutentnahme und Gewinnung von Serum

Um Serum fiir die Bestimmung der Zytokine und Leberenzyme im Verlauf der murinen
Malaria zu erhalten, wurden die Mause mit Isofluran (Forene®) 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 der

Leberenzyme (durchgefiihrt von Labor Fenner, Hamburg) oder Zytokine im ELISA eingesetzt.

2.9. Test zur quantitativen Bestimmung von Transaminasen

Glutamat-Pyruvat-Transaminase/Alanin-Aminotransferase  (GPT) tritt im Zytoplasma,
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase/Aspatat-Aminotransferase (GOT) sowohl im Zytoplasma
wie auch in den Mitochondrien, der Zellen auf. Bei Zellschadigungen werden beide Enzyme
freigesetzt. Erhohte Transaminasenspiegel konnen Myokardinfarkt, Hepatopathien,
Muskeldystrophie und Organschadigungen anzeigen.

Die GOT- und GPT-Aktivitdat wird durch das Reflotron Plus Photometer ausgewertet und

automatisch berechnet.
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Als Auftragsvolumen wurde jeweils 30 puL Serum aus, durch Herzpunktion gewonnenem,
Mausblut auf einen Teststreifen aufgetragen. Dieser wurde anschlieRend zur Analyse in das

Reflotron Plus Photometer gegeben.

2.10. Mouse Inflammation Kit (CBA)

Der Cytometric Bead Array (CBA) ist in Verbindung mit der Durchflusszytometrie ein
Multiplexanalysewerkzeug um parallel verschiedene Zytokine im Serum zu detektieren.
Hierzu werden eine Reihe von Partikeln mit eigenstandigen Fluoreszenz-Intensitdten
verwendet.

Jede Mikrokugel (Bead) stellt eine Anheftungsoberflache fiir ein spezifisches Zytokin zur
Verfliigung und entspricht einem entsprechend beschichtetem Probengefa einer ELISA-
Platte. Die Anheftmischung ist in einer Suspension, die es ermoglicht, mehrere Analyten in
einem kleinen Probenvolumen in kurzer Zeit zu analysieren. Der CBA Maus-Inflammation Kit
kann zur quantitativen Bestimmung von IL-6, IL-10, monocyte chemoattractant Protein 1
(MCP-1), IFNy, TNFa, und IL-12p70 in einer einzelnen Probe verwendet werden.

50 plL Serum aus, durch Herzpunktion gewonnenem, Mausblut werden mit 50 yuL gemischten
Anhaftungsmikrokugeln (capture beads) und 50 pL Standardlésung in ein FACS-R6hrchen
gegeben. Ebenso werden 50 pL Erkennungsreagenz (Phycoerytrin PE) beigegeben und fir 2
Stunden bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. In einem Waschschritt werden die
Proben bei 200g fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgenommen, mit 1 mL
Waschpuffer resuspendiert und erneut fir 5 Minuten bei 200g zentrifugiert. Nach der
erneuten Abnahme des Uberstandes wird das Pellet in 300 uL Waschpuffer resuspendiert
und direkt vor der Analyse fiir 3-5 Sekunden mit einem Tischschittler (Vortex) durchmischt.
AnschlieBend werden die Proben mit dem ,FACSCalibur” Durchflusszytometer analysiert und

mit der CBA Analyse Software oder mit FCAP Array™ Software ausgewertet.

2.11. Statistik

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden t-Test und ANOVA verwendet. Als
Signifikanzschwelle wurde ein p-Wert kleiner als 0,05 festgelegt. Zur statistischen
Auswertung von Kaplan-Meier-Uberlebenskurven diente der Log-Rank-Test. Alle

statistischen Analysen wurden mit dem Programm GraphPad Prism durchgefiihrt.
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lll. Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in drei Teile aufgeteilt. Im ersten Teil wird die Kinetik der
Depletion von Tgeg durch Diphtherietoxin (DT) in DEREG Mausen beschrieben und die
Funktion der nach der Depletion neu generierten Tgeg untersucht. Im zweiten Teil der Arbeit
wird der Einfluss der Depletion der Tgeg auf die Immunantwort wahrend der Immunisierung
mit ACT-CSP und auf den Verlauf der P. berghei ANKA Infektion beschrieben. Fir die
Immunisierung wurde Adenylatzyklase Toxoid benutzt, das ein Insert des P. berghei-CSP-
abgeleiteten CD8" T-Zellepitops SYIPSAEKI und des OVA-abgeleiteten SIINFEKL CD8" T-
Zellepitops tragt (Abb. 3). CSP wird in H-2K® prasentiert (Aminosaurereste 245 bis 253 von
CSP) und SIINFEKL wird im Kontext von H-2K" prasentiert (Aminosaurereste 257 bis 264 von
OVA). Das SIINFEKL-Peptid wurde in verschiedenen Studien als Modellantigen benutzt (Tartz,
2006).

Die F1 Generation aus der Verpaarung von mannlichen DEREG Maéusen mit C57BL/6
Hintergrund und weiblichen Wildtyp Balb/c Mausen (F1 DEREG) wurde fiir die initialen
Experimente verwendet. Die Zellen aus diesen Mausen exprimieren die MHC-Klasse-|
Molekiile H-2K" und H—2Kd, was die simultane Charakterisierung der T-Zellantworten gegen
P. berghei-CSP (H-2K®) und SIINFEKL-Peptid (H-2K") erlaubt.

Der dritte Teil behandelt die Untersuchung der Rolle der Tge; bei der Immunantwort im

Verlauf der Infektion mit P. yoelii 17XNL Stamm.

1. Kinetik und Funktion der Tg,, wahrend und nach der Depletion mit DT

1.1. Kinetik der Depletion der Tg.; in DEREG Mdusen

eGFP" Foxp3" Tgeg kénnen durch die i.p. Applikation von Diphtherietoxin (DT) in DEREG
Miusen depletiert werden. Der Prozentsatz an CD4 Foxp3” Tgeg in den Lymphozyten in Milz
und Blut sinkt einen Tag nach der Depletion von ungefdhr 3% auf unter 1% (Abb. 4 A).
Verschiedene Protokolle fiir die Depletion der Tgeg wurden verglichen (Daten nicht gezeigt).
Am effizientesten erwies sich die Depletion an drei aufeinanderfolgenden Tagen (+1, +2 und
+3). Dadurch sank die Anzahl der Tgeg auf unter 1%, was fir eine Dauer von drei bis vier

Tagen anhielt (Abb. 4 B). Die Anzahl an eGFP* T-Zellen korrelierte mit der Anzahl an Foxp3*
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T-Zellen. Die Zahl der eGFP* T-Zellen begann von Tag +4 auf Tag +5 zu steigen und erreichte
zwischen Tag +6 und +7 das Ausgangsniveau. Am Tag +10 lag die Anzahl von eGFP* T-Zellen
deutlich Gber dem Ausgangsniveau und normalisierte sich zwischen Tag +17 und Tag +22.

Es konnte durch den Vergleich der Anzahl der eGFP* Foxp3™ und eGFP* Foxp3® T-Zellen
gezeigt werden, dass, nach der Depletion, die eGFP-Expression friher als die Foxp3-
Expression wieder beginnt. Die bis Tag +7 analysierten eGFP* T-Zellen waren groRtenteils
Foxp3’, am Tag +10 konnte eine Abnahme der Foxp3™ T-Zellen und ein steigender Anteil an
Foxp3® T-Zellen beobachtet werden. Diesem Trend folgend bestand die eGFP™ T-
Zellpopulation am Tag +17 fast ausschlieBlich aus eGFP*Foxp3* T-Zellen (Abb. 4 B, 4 C, 4 D).
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Abbildung 4: Kinetik der Tz, wdhrend und nach der Depletion mit DT. Durchflusszytometrische Analysen von
Blut aus Balb/c DEREG Méusen, die an den Tagen +1, +2 und +3 i.p. mit DT behandelt wurden (Depletion der
Treg). Blutzellen wurden mit APC-anti-CD4-Antikdrper und PE-anti-Foxp3-Antikérper markiert und die Zellen im
Lymphozytengate analysiert. (A) ,Dotplot” einer Probe vor der Depletion (Tgeg.(im Quadrant ,,UR) = 2,20% der
Lymphozyten) und ,Dotplot” einer Probe am Tag +3 der Depletion (Tgee.(im Quadrant ,UR”) = 0,65% der
Lymphozyten). (B) Kinetik der CD4" eGFP* Treg Wahrend und nach der Depletion; n= 2. (C) Anzahl an eGFP*
Foxp3’ Tgeg Nach der Depletion; n= 2. (D) Anzahl an eGFP* Foxp3® Treg Nach der Depletion; n=2.

1.2. Effekte der nach der Depletion neu generierten Tgeg

Nach der zeitweisen Depletion der Tgeg mit DT in DEREG Mausen hat sich das Niveau der
eGFP* Treg in den depletierten Mduse nach etwa 17 Tagen wieder normalisiert. Derzeit ist
nicht bekannt, ob dies auf die Proliferation der restlichen, nicht depletierten, Tgreg, €iner
Proliferation der aus dem Thymus stammender Tz 0der einer Konversion konventioneller T-
Zellen zurlckzufiihren ist. Hier sollte untersucht werden, ob die nach der Depletion
neugenerierten Tge; eine vergleichbare regulatorische Kapazitat wie die initiale Tgeg-
Population hatte. Zu diesem Zweck wurden DEREG Mause mit DT depletiert und Tgeg dreilig
Tage nach der Depletion mittels durchflusszytometrischer Analyse anhand ihrer eGFP-
Expression sortiert. In dhnlicher Weise wurden eGFP* Treg VON nicht depletierten DEREG
Madusen sortiert.

Milzzellen aus OT-1-Méusen, deren CD8" T-Zellen einen transgenen TCR fiir das OVA-Epitop
SIINFEKL (OVAj57.264) tragen, wurden mit SIINFEKL-Peptid stimuliert und mit verschiedenen
Konzentrationen von eGFP* natirlichen Treg (NTreg) oder mit nach der Depletion
neugenerierten Tgreg (NgTreg) inkubiert. Die nTreg Und die ngTreg zeigten eine vergleichbare
suppressive Aktivitdt und haben die Produktion von IL-2 und die Proliferation von OT-1 T-
Zellen inhibiert (Abb. 5). Dadurch wurde gezeigt, dass die ngTgeg funktionell waren.
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Abbildung 5: Nach der Depletion neugenerierte Tge, (ngTgeg) sind funktionell. Proliferation von T-
Effektorzellen (Tex) aus der Milz von OT-I Mausen, stimuliert mit SIINFEKL-Peptid in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen von Tge; aus der Milz von F1 DEREG Madusen. Nach 48 h Stimulierung mit SIINFEKL-Peptid
wurde der *H-Thymidineinbau in den Zellen und die IL-2 Konzentration der Uberstinde mit Hilfe des ELISA
bestimmt. Jeder Messpunkt reprasentiert den Mittelwert aus Triplikaten je einer Maus. Die Querbalken geben
den Mittelwert aus allen Mausen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired,
two-tailed) berechnet. nTg,: natiirliche Treg; NgTge,: Nach der Depletion neugenerierte Tge,. (A) Proliferation
von 2 x 10° Te aus OT-1 Mausen unter Zugaben verschiedener Mengen an Tge, aus nicht depletierten DEREG
Méiusen und (C) Bestimmung der IL-2 Konzentration. (B) Proliferation von 2 x 10° Tes aus OT-I Méusen unter
Zugaben verschiedener Mengen an Tg; gewonnen am Tag +22 aus, an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT

behandelten (depletierten), DEREG Mausen und (D) Bestimmung der IL-2 Konzentration.
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ngTreg konnten die unspezifische Proliferation der mit anti-CD3 Antikoérper stimulierten T-

Effektorzellen und ihre Produktion von IL-2 supprimieren (Abb. 6).
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Abbildung 6: Supprimierung der Proliferation der T4 und ihrer IL-2 Produktion durch ngTge,. Proliferation von
Tess aus der Milz von Balb/c DEREG Mausen, stimuliert mit anti-CD3-Antikorper, in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen von Tge, aus der Milz von DEREG Mausen. Nach 48 h Stimulierung mit SIINFEKL-Peptid wurde
die 3H-Thymidin Einschluss in den Zellen und die IL-2 Konzentration der Uberstinde mit ELISA bestimmt. Jeder
Messpunkt reprasentiert den Mittelwert aus Triplikaten je einer Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert
aus allen Mausen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed)
berechnet. (A) Proliferation von 2 x 10° Tes aus DEREG Mausen unter Zugaben verschiedener Mengen an Tgeg
aus nicht depletierten DEREG Mausen und (C) Bestimmung der IL-2 Konzentration. (B) Proliferation von 2 x 10°
Tesr aus DEREG Mausen unter Zugaben verschiedener Mengen an Tge, gewonnen am Tag +22 aus, an den Tagen

+1, +2 und +3 mit DT behandelten (depletierten), DEREG Mausen und (D) Bestimmung der IL-2 Konzentration.
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2. Depletion der Tge; wdhrend der Leberphase der Malaria

2.1. Effekte der Depletion der Tgeg Wwdhrend der ,,Prime“- Immunisierung

ACT-CSP induziert eine CD8" T-Zellantwort. Wie eine vorangegangene Studie gezeigt hat
(Tartz et al, 2007), kann eine einzige ACT-CSP-Anwendung IFNy-produzierende CSP-
spezifische T-Zellen induzieren. Um die Frage zu beantworten, ob Tges die spezifische
Immunantwort nach der Immunisierung mit ACT-CSP kontrollieren kdnnen, wurde ein
Protokoll etabliert, in dem die Mause am Tag O immunisiert und dann die Tgeg an den Tagen
+1, +2 und +3 mit DT depletiert wurden. Dieses Protokoll wurde gewahlt, da in diesem
Zeitraum das Priming und die starkste Expansion der T-Zellen im Verlauf einer
Immunisierung zu erwarten sind (Abb. 4 B).

Die Zahl der IFNy-produzierenden CSP-spezifischen T-Zellen wurde durch einen IFNy-
spezifischen ELISPOT bestimmt. F1 Wildtyp Mause, welchen DT appliziert wurde und die i.p.
mit ACT-CSP immunisiert wurden, zeigten eine Induktion von CSP- und SIINFEKL-spezifischen
T-Zellen in der Milz, welche nach der Restimulierung IFNy-produzieren. In F1 DEREG Mausen
fihrt dieses Protokoll zu einer weitaus starkeren Erhéhung der IFNy-Produktion als in
Wildtyp Mausen (Abb. 7 A). Im Gegensatz dazu zeigten die Wildtyp Mause, welche nicht
immunisiert wurden, keine Erhohung der spezifischen Antwort nach der Restimulierung
(Abb. 7 B). Eine erhéhte antigenspezifische CD8" T-Zellproliferation wurde nach der

Restimulierung von Milzlymphozyten gefunden (Abb. 7 C).
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Abbildung 7: Depletion der Tg.; wihrend
der ,,Prime” Immunisierung mit ACT-CSP.
IFNy-spezifischer ELISPOT und
Proliferationsanalyse, durch Bestimmung
des 3H—Thymidineinbaus, von Milzzellen
aus F1 DEREG und Wildtyp Mausen.
IFNy-

Zellen und die

Gezeigt werden die Zahl der
produzierenden
Proliferation nach der Stimulierung mit
anti-CD3-Antikorper,  CSP-Peptid  und
SIINFEKL-Peptid. Jeder

reprasentiert  den

Messpunkt
Mittelwert  aus
Triplikaten von je einer Maus. Die
Querbalken geben den Mittelwert aus
allen Ma&usen einer Gruppe an. Die
Signifikanz wurde mit dem Student’s t-
berechnet.
SFU= ,spot forming units“. (A) IFNy-
ELISPOT von am Tag +7
gewonnenen Milzzellen aus F1 DEREG und
Wildtyp Mduse, die am Tag O mit ACT-CSP

i.p. immunisiert und an den Tagen +1, +2

Test (unpaired, two-tailed)

spezifischer

und +3 i.p. mit DT behandelt wurden; n =
3. (B)
Immunisierung. IFNy-spezifischer ELISPOT

Kontrollexperiment ohne
von am Tag +7 gewonnenen Milzzellen
aus F1 DEREG und Wildtyp Mause, die am
Tag 0 mit ACT-CSP i.p. immunisiert und an
den Tagen +1, +2 und +3 i.p. mit DT
behandelt wurden; n = 3. (C) Proliferation

von 2 x 10° T-Zellen am Tag +7; n=5.

Um zu evaluieren, ob die Anzahl an CSP-spezifischen T-Zellen durch die Depletion der Tgeg

erhoht wurde, wurden Milzzellen mittels MHC-Klasse-I-Multimer-Technologie angefarbt und

mittels durchflusszytometrischer Analyse bestimmt. Dafir wurde ein H2-K%-Pentamer

verwendet, das mit dem Peptid SYIPSAEKI (CSPy4s553) beladen und mit dem Farbstoff

Allophycocyanin (APC) markiert wurde, was zu einer einfachen Detektion

in der

durchflusszytometrischen Analyse fiihrte. Das H2-K® / SYIPSAEKI-Pentamer ermoglicht die

Detektion einzelner T-Zellen, deren T-Zellrezeptor spezifisch das CSP-Epitop SYPSAEKI auf

MHC-I Molekiilen erkennt (Abb. 8 A und B).
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Nach der Depletion der Tgeg konnte in mit ACT-CSP immunisierten DEREG Mdusen eine
hohere Anzahl von CSP-spezifischen T-Zellen als in Wildtyp Mausen nachgewiesen werden.
Diese Mause wurden am Tag 0 mit ACT-CSP immunisiert und an den Tagen +1, +2 und +3 mit
DT behandelt. Am Tag +7 wurde der Anteil an CSP* T-Zellen an der Gesamtzahl| der CD8" T-
Zellen aus der Milz mit durchflusszytometrischer Analyse bestimmt (Abb. 8 C).

In einem weiteren Versuch wurden DEREG und Wildtyp Mause am Tag O mit P. berghei
ANKA infiziert und an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. Am Tag +7 wurde der
Anteil an CSP* T-Zellen an der Gesamtzahl der CD8" T-Zellen aus der Milz mit
durchflusszytometrischer Analyse bestimmt. Auch in diesem Experiment konnte in den
DEREG Mausen eine erhohte Anzahl von CSP-spezifischen T-Zellen nachgewiesen werden

(Abb. 8 D).
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Abbildung 8. Durchflusszytometrische Analyse CSP-spezifischer T-Zellen. Milzzellen aus BALB/c-Md&usen
wurden mit einem APC—H2—Kd/CSP245_253—Pentamer sowie PerCP-anti-CD8-Antikorper gefarbt und mithilfe der
durchflusszytometrischen Analyse ihr Anteil im CD8" T-Zellgate bestimmt. DEREG und Wildtyp M&usen wurden
am Tag 0 mit ACT-CSP i.p. immunisiert oder mit 1000 Sporozoiten von P. berghei ANKA infiziert und an den
Tagen +1, +2 und +3 i.p. mit DT behandelt. Am Tag +7 wurde eine durchflusszytometrische Analyse von
Milzzellen durchgefiihrt. (A) , Dotplot” einer Wildtyp und einer DEREG Maus nach der Immunisierung. (B)
,,Dotplot” einer Wildtyp und einer DEREG Maus nach der Infektion. (C) Anzahl der CSP-spezifischen CD8" T-
Zellen in immunisierten Mausen; n = 2. (D) Anzahl der CSP-spezifischen CD8" T-Zellen in infizierten Mausen; n =
2. Die Querbalken geben den Mittelwert aus allen Mausen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem

Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet.

Um den Effekt der Depletion der Tgeg auf die T-Zellaktivierung im Verlauf der Immunisierung
mit ACT-CSP bzw. im Verlauf der Infektion mit P. berghei ndher zu untersuchen, wurde am
Tag +7. der Anteil der aktivierten CD4" T-Zellen bzw. CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl an T-
Zellen in der Milz bestimmt (Abb. 9). Dabei zeigte sich, dass bei der Immunisierung bzw.
Infektion mit P. berghei nach der Depletion der Tgeg €in groRerer Anteil der CD8" T-Zellen
einen aktivierten Phinotyp (CD62L"°"®) aufwies. Die Depletion der Tgeg filhrte auch zu
einem hoéheren Anteil aktivierten CD4" T-Zellen in der Milz, der aber im Vergleich zur

Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich war (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 9. Gesteigerte Aktivierung der CD8" T-Zellen nach der Depletion der Treg- Balb/c DEREG und
Wildtyp Mausen wurden am Tag 0 mit ACT-CSP i.p. immunisiert oder mit 1000 Sporozoiten von P. berghei
ANKA infiziert und an den Tagen +1, +2 und +3 i.p. mit DT behandelt. Am Tag +7 wurde die Expression des
Aktivierungsmarkers CD62L auf CD8" T-Zellen mittels durchflusszytometrischer Analyse von Milzzellen
bestimmt. Milzzellen wurden mit APC-anti-CD8-Antikorper und PE-anti-CD62L-Antikorper gefarbt. Der
prozentuale Anteil der CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl an Milzzellen ist aufgetragen, dargestellt sind jeweils
Mittelwerte und Standardfehler der Mause in jeder Gruppe. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-test
(paired, two-tailed) berechnet; n= 3. (A) CD8" CD62L"*"® T-Zellen in immunisierten Mausen; n = 3. (B) CD8"

CD62L"*""€ T_Zellen in infizierten Ma3usen; n = 3.

Des weiteren erlaubte die CSP-Pentamer-Farbung die Bestimmung einer Population
spezifischer CD8" Tregin immunisierten DEREG Mausen. Daflir wurden DEREG Mduse am Tag
0 mit ACT-CSP i.p. immunisiert. Am Tag +7 wurden Milzzellen aus den Mausen mit einem
CSP-Pentamer sowie PE-anti-CD8-Antikorper gefarbt und eine durchflusszytometrische

Analyse durchgefiihrt (Abb. 10).
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Abbildung 10. Durchflusszytometrische Analyse wies eine CSP-spezifische CD8" Treg Population auf. Milzzellen
aus BALB/c DEREG Mé&usen wurden mit einem APC—H2—Kd/CSP245_253—Pentamer sowie PE-anti-CD8-Antikorper
gefarbt. Die DEREG Mause wurden am Tag O mit ACT-CSP i.p. immunisiert. Am Tag +7 wurde eine
durchflusszytometrische Analyse, im CD8" T-Zellgate, durchgefiihrt. Die Querbalken geben den Mittelwert aus
allen Mausen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed)
berechnet. (A) ,,Dotplot” einer naiven und einer immunisierten DEREG Maus. (B) Prozentualer Anteil der CSP-

spezifischen CD8" Tge, an der gesamten CD8" eGFP” Tge, in immunisierten DEREG M&usen; n = 2.

Die Wirksamkeit einer impfinduzierten Immunantwort kann abhangig von der spezifischen
Produktion anderer Zytokine als IFNy sein (von der Weid und Langhorne, 1993). Daher
wurde analysiert, ob eine Depletion der Tgeg auch die Produktion anderer Zytokine vermehrt
stimulieren kann. Mittels intrazelluldrer durchflusszytometrischer Analyse wurde eine durch
CD8" T-Zellen spezifische signifikante Produktion von IL-2, TNFa und IFNy nach
Restimulierung mit CSP- und SIINFEKL-Peptiden nachgewiesen (Abb. 11).
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Abbildung 11: Einfluss der

Depletion der Tg,; auf die
Zytokinproduktion von CSP-
spezifischen T-Zellen. Balb/c
DEREG und Wildtyp Mausen
wurden am Tag 0 mit ACT-CSP
i.p. immunisiert und an den
Tagen +1, +2 und +3 i.p. mit DT
behandelt. Am Tag +7 wurde
durch-
flusszytometrische Analyse von
im CD8" T-Zellgate,
durchgefiihrt. Die Zellen wurden
mit  APC-anti-CD8-Antikorper,
PE-anti-IFNy-Antikorper, PE-anti-
TNFa-Antikérper und PE-anti-IL-
Gezeigt

eine intrazellulare

Milzzellen,

2-Antikorper gefarbt.

werden die zytokin-
produzierenden CD8" T-Zellen
nach 6 h Stimulierung mit CSP-
und SIINFEKL-Peptid. Die
Querbalken geben den
Mittelwert aus allen Mausen
einer Gruppe an. Die Signifikanz
wurde mit dem Student’s t-Test
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2.2.  Effekte der Depletion der Tge; auf CSP-spezifische Memory-Antworten

Nachdem gezeigt wurde, dass eine verstarkte Aktivierung von T-Effektorzellen nach einer
Depletion der Tgeg stattfindet, stellte sich die Frage, ob die Depletion der Tgeg zusammen mit
der Immunisierung eine Memory-Antwort vermitteln kann. Dafur wurden in den folgenden
Experimenten DEREG und Wildtyp Mause am Tag 0 mit ACT-CSP immunisiert und an den
Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. Nach 4 bzw. 6, 9 und 12 Wochen wurde mittels
einem IFNy-spezifischen ELISPOT die Zahl der CSP-spezifischen T-Zellen in der Milz bestimmt
(Abb. 12 und 13).

Obwohl die Treg zwWischen drei und vier Tagen nach der letzten DT Applikation, also am Tag
+6 bzw. +7 nach der Immunisierung, ihr Ausgangsniveau erreichten (Abb. 4 B), konnte an
den Tagen +10 bis +12 eine Hyperproliferation nachgewiesen werden. Zwischen Tag +17 und
Tag +22 kehrte die Tgeg Population wieder auf ihr initiales Niveau zuriick. Trotz dieser
Normalisierung der Tgeg Population, hielt die verstarkte impfinduzierte Immunantwort far

ungefahr vier Wochen nach der Immunisierung mit ACT-CSP in DEREG Mausen an (Abb. 12).
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Abbildung 12. Persistenz der Immunantwort trotz Normalisierung der Anzahl der Tg., nach der Depletion. F1
DEREG und Wildtyp Mausen wurden am Tag 0 mit ACT-CSP i.p. immunisiert und an den Tagen +1, +2 und +3 i.p.
mit DT behandelt. Am Tag +30 wurde ein IFNy-spezifischer ELISPOT von Milzzellen durchgefiihrt. Gezeigt
werden die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen nach der Stimulierung mit anti-CD3-Antikérper, CSP-Peptid
und SIINFEKL-Peptid. Jeder Messpunkt reprasentiert den Mittelwert aus Triplikaten von je einer Maus. Die
Querbalken geben den Mittelwert aus allen Mausen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s
t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet. (A) IFNy-spezifischer ELISPOT; n = 3. DEREG Mé&use wurden an den
Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. An den Tagen 0 und +30 wurde eine durchflusszytometrische Analyse
von Blutzellen, im Lymphozytengate, durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit APC-anti-CD4-Antikorper gefarbt. (B)
Anzahl der CD4" eGFP* Treg VOr der Depletion (Tag 0) und nach der Depletion (Tag +30); n=4.
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Die durch die transiente Depletion von Tgeg verstirkte Immunantwort hat jedoch die

Entwicklung einer Langzeitimmunitat nicht geférdert. 6 Wochen nach der Immunisierung,

wurde kein signifikanter Unterschied in der Anzahl an CSP-spezifischen IFNy-produzierenden

Zellen zwischen den Wildtyp Mausen und den DEREG Mdausen mehr gefunden (Abb. 13).

Damit induziert die Depletion der Tgeg zwar eine starke Expansion von T-Zellen, diese fiihrt

aber nicht zu einer besseren CSP-spezifischen CD8*-Memory-T-Zell-Antwort.
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Abbildung 13. Depletion der Tg,; hat die
Memory-T-Zellantwort nach
Immunisierung  mit ACT-CSP  nicht
verbessert. Balb/c DEREG und Wildtyp
Mause wurden am Tag 0 mit ACT-CSP i.p.
immunisiert und an den Tagen +1, +2 und
+3 i.p. mit DT behandelt. Nach sechs
Wochen (Tag +42) und neun Wochen (Tag
+63) wurden IFNy-spezifische ELISPOT
Analysen von Milzzellen durchgefiihrt.
Gezeigt werden die Zahl der IFNy-
produzierenden Zellen nach der
Stimulierung mit anti-CD3-Antikérper und
CSP-Peptid. Jeder Messpunkt
reprasentiert den  Mittelwert aus
Triplikaten von je einer Maus. Die
Querbalken geben den Mittelwert aus
allen Mausen einer Gruppe an. Die
Signifikanz wurde mit dem Student’s t-
Test (unpaired, two-tailed) berechnet. (A)
IFNy-spezifischer ELISPOT am Tag +42; n =
3. (B) IFNy-spezifischer ELISPOT am Tag
+63; n=3.



2.3. Effekte der Depletion der Tgeg; in der Immunantwort gegen bestrahlte

Sporozoiten von P. berghei

Die ,,Gold Standard” Vakzine in der Malariaforschung ist die Immunisierung mit durch y-
Bestrahlung attenuierten Sporozoiten. Die bestrahlten Sporozoiten stellen ein potentes
Vakzin dar, das eine effektive parasitenspezifische zytotoxische CD8" T-Zellantwort induziert,
welche mit einer protektiven Wirkung assoziiert ist. Diese Sporozoiten vermehren sich in den
Hepatozyten und erlauben die Entwicklung einer starken Immunitat in verschiedenen
Mausmodellen, ohne eine infektiose Blutphase zu induzieren (Hoffmann et al., 1990;
Engwerda und Good, 2008).

Deshalb wurde auch die Antwort gegen bestrahlte Sporozoiten im Zusammenhang mit einer
Depletion von Tgeg analysiert. DEREG und Wildtyp Mause wurden am Tag O mit 10 000 y-
bestrahlten Sporozoiten von P. berghei immunisiert und an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT
behandelt. Am Tag +7 wurden die IFNy-produzierenden Zellen mit einem IFNy—spezifischen
ELISPOT in der Milz bestimmt. Keine signifikant bessere spezifische Immunantwort konnte in

DEREG Madusen nachgewiesen werden, jedoch war die unspezifische Antwort stark erhoht

(Abb. 14).
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Abbildung 14. Depletion der Tg, widhrend der Immunisierung mit bestrahlten Sporozoiten von P. berghei. F1
DEREG und Wildtyp Mausen wurden am Tag 0 mit 10000 durch y-Bestrahlung attenuierten Sporozoiten von P.
berghei i.v. immunisiert und an den Tagen +1, +2 und +3 i.p. mit DT behandelt. Am Tag +7 wurde ein IFNy-
spezifischer ELISPOT von Milzzellen durchgefiihrt. Gezeigt werden die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen
nach der Stimulierung mit anti-CD3-Antikorper, CSP-Peptid und SIINFEKL-Peptid. Jeder Messpunkt reprasentiert
den Mittelwert aus Triplikaten von je einer Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aus allen M&usen

einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet; n = 3.
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2.4. Effekte der Depletion der Tge; Wwahrend der ,,Boost“-Immunisierung

Der Einfluss der Treg auf die Immunantwort nach einer Immunisierung mit ACT-CSP wurde
auch bei der ,Boost“~Immunisierung, also einer zweiten Immunisierung am Tag +14,
untersucht. Hierzu wurden die DEREG und Wildtyp Mduse am Tag O mit ACT-CSP
immunisiert (,Prime“-Immunisierung), die Immunisierung mit ACT-CSP am Tag +14
wiederholt und an den Tagen +15, +16 und +17 mit DT behandelt. Am Tag +21 wurden die
IFNy-produzierenden Zellen mit einem IFNy—spezifischen ELISPOT in der Milz bestimmt.

In DEREG Mausen wurde eine Verbesserung der Immunantwort nach der ,Boost*-
Immunisierung im Vergleich zu den Wildtyp Mausen beobachtet. Die Anzahl an CSP-
induzierten Spots der DEREG Mause war jedoch bei der ,Prime“ und der ,Boost“—

Immunisierung vergleichbar (Abb. 15).
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Abbildung 15. Effekte der Depletion der Tg; wahrend der ,Boost“-Immunisierung mit ACT-CSP. F1 DEREG
und Wildtyp Mausen wurden an den Tagen 0 und +14 mit ACT-CSP i.p. immunisiert und an den Tagen +15, +16
und +17 i.p. mit DT behandelt. Am Tag +21 wurde ein IFNy-spezifischer ELISPOT von Milzzellen durchgefihrt.
Gezeigt werden die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen nach der Stimulierung mit anti-CD3-Antikorper, CSP-
Peptid und SIINFEKL-Peptid. Jeder Messpunkt reprasentiert den Mittelwert aus Triplikaten von je einer Maus.
Die Querbalken geben den Mittelwert aus allen Mausen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem

Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet; n = 3.

In einem weiteren Experiment wurden DEREG und Wildtyp Mause am Tag 0 mit ACT-CSP
,Prime“-immunisiert und an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. Am Tag +14 erfolgte
die , Boost“~Immunisierung mit ACT-CSP und an den Tagen +15, +16 und +17 eine erneute
Behandlung mit DT. Am Tag +28 wurden die IFNy-produzierenden Zellen mit einem IFNy—

spezifischen ELISPOT in der Milz bestimmt.
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Dieser Versuchsablauf fiihrte nicht zu einer weiteren Verbesserung der spezifischen
Immunantwort (Abb. 16). Allerdings wurde ein verbesserter Schutz nach dem Challenge

erreicht (Abb. 18 D).
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Abbildung 16. Effekte der Depletion der Tz, wihrend der ,,Prime“- und der ,,Boost“-Immunisierung mit ACT-
CSP. Balb/c DEREG und Wildtyp Mausen wurden am Tag O mit ACT-CSP i.p. immunisiert, an den Tagen +1, +2
und +3 i.p. mit DT behandelt, am Tag +14 erneut i.p. mit ACT-CSP immunisiert und an den Tagen +15, +16 und
+17 i.p. mit DT behandelt. Am Tag +28 wurde ein IFNy-spezifischer ELISPOT von Milzzellen durchgefiihrt.
Gezeigt werden die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen nach der Stimulierung mit anti-CD3-Antikérper und
CSP-Peptid. Jeder Messpunkt reprasentiert den Mittelwert aus Triplikaten von je einer Maus. Die Querbalken
geben den Mittelwert aus allen Mausen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test
(unpaired, two-tailed) berechnet; n = 3.

2.5. Die Funktion von CTLA4 bei der T-Zellregulation wahrend Immunisierung

Bei CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte associated antigen 4, auch als CD152 bezeichnet) handelt
es sich um ein negativ kostimulatorisches Molekil, welches wahrend der T-Zellaktivierung
exprimiert wird und an der Inaktivierung aktiver T-Zellen beteiligt ist (Karandikar et al., 1996,
Sansom und Walker, 2006). Kirzlich wurde gezeigt, dass eine anti-CTLA4-Behandlung einen
Effekt hatte, wenn sie wahrend der ,Boost“—Immunisierung mit ACT-CSP, aber nicht
wahrend der ,Prime“~Immunisierung angewendet wurde (Tartz et al., 2007).

In den vorangegangenen Experimenten wurde gezeigt, dass die Depletion der Tgez €inen
starken Effekt in der impfinduzierten Antwort nach der ,Prime“—Immunisierung verursacht.
Da die Treg CTLA4 konstitutiv auf ihrer Oberflache exprimieren, kann eine Blockade mit anti-
CTLA4-Antikérpern die Tgeg supprimieren. Der monoklonale anti-CTLA4 Antikdrper 4F10
bindet CTLA4, ohne aktivatorisch zu wirken, und verhindert die Bindung der Liganden CD80
und CD86 (Lepenies, 2007). Um die Effekte der CTLA4 Blockade durch anti-CTLA4-Antikorper
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und der Depletion der Tgeg mit DT auf die Immunantwort wahrend einer Immunisierung
gegen Malaria zu vergleichen, wurden beide Protokolle parallel getestet.

DEREG Mause wurden am Tag 0 mit ACT-CSP ,,Prime“-immunisiert und an den Tagen +1, +2
und +3 mit DT behandelt. Wildtyp Mausen wurde am Tag -1 anti-CTLA4-Antikorper (4F10)
i.p. appliziert und am Tag 0 mit ACT-CSP ,Prime“—immunisiert. Eine dritte Gruppe,
bestehend aus Wildtyp Mausen, erhielt am Tag 0 eine ACT-CSP ,,Prime“~Immunisierung. Am
Tag +7 wurden Milzzellen isoliert und die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen mit einem
IFNy—spezifischen ELISPOT bestimmt (Abb. 17 A).

In einem weiteren Versuch wurden DEREG Mause am Tag 0 mit ACT-CSP ,Prime*-
immunisiert, die Immunisierung mit ACT-CSP am Tag +14 wiederholt und an den Tagen +15,
+16 und +17 mit DT behandelt. Wildtyp Mausen wurden am Tag 0 mit ACT-CSP , Prime“-
immunisiert, am Tag +13 wurden anti-CTLA4-Antikorper i.p. appliziert und am Tag +14 die
Immunisierung mit ACT-CSP am Tag +14 wiederholt. Eine dritte Gruppe, bestehend aus
Wildtyp Mausen, erhielt am Tag O eine ACT-CSP ,,Prime“~Immunisierung und am Tag +14 die
ACT-CSP ,Boost“-Immunisierung. Am Tag +21 wurden Milzzellen isoliert und die Zahl der
IFNy-produzierenden Zellen mit einem IFNy—spezifischen ELISPOT bestimmt (Abb. 17B).

In beiden Experimenten fiihrte die anti-CTLA4-Blockade zu keiner signifikanten Auswirkung
auf die spezifische T-Zellantwort. Im Gegenteil, die Depletion von Tge; zeigte eine
Verstarkung der ACT-CSP-induzierten Antwort wahrend der ,Prime“— bzw. ,Boost“™
Immunisierung (Abb. 11). Dies belegt, dass die Depletion der Tgeg und die Inhibition der Tgeg

mittels anti-CTLA4-Antikorper nicht daquivalent sind.
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Abbildung 17. CTLA4-Blockade im Vergleich zu Depletion der Tg,, wahrend der Immunisierung mit ACT-CSP.
F1 Mause wurden ein Tag vor der ,Prime“- oder ,Boost“Immunisierung mit anti-CTLA4-Antikorper i.p.
behandelt oder mit DT an den drei folgenden Tage nach der letzten Immunisierung i.p. behandelt. Sieben Tage
nach der letzten Immunisierung wurde ein IFNy-spezifischer ELISPOT von Milzzellen durchgefiihrt. Gezeigt
werden die Zahl der IFNy-produzierenden Zellen nach der Stimulierung mit anti-CD3-Antikérper, CSP-Peptid
und SIINFEKL-Peptid. Jeder Messpunkt reprasentiert den Mittelwert aus Triplikaten von je einer Maus. Die
Querbalken geben den Mittelwert aus allen Mausen einer Gruppe an. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s
t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet. SFU= ,spot forming units“. (A) F1 DEREG M&use wurden am Tag 0 mit
ACT-CSP i.p. immunisiert und an den Tagen +1, +2 und +3 i.p. mit DT behandelt. Wildtyp Mause wurden am Tag
-1 mit anti-CTLA4-Antikorper i.p. injiziert und am Tag 0 mit ACT-CSP i.p. immunisiert. Eine Kontrollgruppe aus
Wildtyp Mausen wurde am Tag 0 mit ACT-CSP i.p. immunisiert. Am Tag +7 wurde ein IFNy-spezifischer ELISPOT
von Milzzellen durchgefiihrt; n = 3. (B) F1 DEREG Mause wurden an den Tagen 0 und +14 mit ACT-CSP i.p.
immunisiert und an den Tagen +15, +16 und +17 i.p. mit DT behandelt. Wildtyp Mause wurden an den Tagen 0
und +14 mit ACT-CSP i.p. immunisiert und am Tag +13 mit anti-CTLA4-Antikorper i.p. behandelt. Eine
Kontrollgruppe aus Wildtyp Mausen wurde an den Tagen O und +14 mit ACT-CSP i.p. behandelt. Am Tag +21
wurde ein IFNy-spezifischer ELISPOT von Milzzellen durchgefiihrt; n = 3. *** < 0,0005; ** < 0,005.
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2.6. Effekte der Depletion der Tg,, auf den Verlauf der Infektion nach der

Challenge mit P. berghei Sporozoiten

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Depletion der Tge; wahrend der
Immunisierung eine protektive Immunitdt gegen eine Malariainfektion vermittelt. Als
Infektionsmodell wurde die Infektion mit Plasmodium berghei gewahlt. Dafiir wurden DEREG
Mause und Wildtyp Mause am Tag 0 mit ACT-CSP ,,Prime“-immunisiert, an den Tagen +1, +2
und +3 mit DT behandelt und am Tag +22 intravends (i.v.) mit 1000 P. berghei ANKA
Sporozoiten infiziert. In einem weiteren Versuch wurden DEREG Mause und Wildtyp Mause
am Tag 0 mit ACT-CSP ,,Prime“-immunisiert, am Tag +14 mit ACT-CSP ,, Boost“-immunisiert,
an den Tagen +15, +16 und +17 mit DT behandelt und am Tag +22 i.v. mit 1000 P. berghei
ANKA Sporozoiten infiziert. In einem dritten Experiment wurden DEREG Mause und Wildtyp
Mause am Tag 0 mit ACT-CSP , Prime“immunisiert, an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT
behandelt, am Tag +14 mit ACT-CSP , Boost“-immunisiert, an den Tagen +15, +16 und +17
mit DT behandelt und am Tag +22 i.v. mit 1000 P. berghei ANKA Sporozoiten infiziert. Der
Verlauf der Infektion wurde anhand von Blutausstrichen verfolgt und das Gewicht der Tiere
alle zwei Tage bestimmt, da der Gewichtsverlust mit der Auspragung der Pathologie einer
Malariainfektion korreliert (May et al., 2000; Lepenies, 2007). Jeden Tag wurde die Vitalitat
und der optische Zustand der Tiere kontrolliert.

Die induzierte Immunantwort vermittelte keinen signifikanten Schutz vor einer P. berghei-
Infektion. DEREG Mause, die nach der ,Prime“ Immunisierung depletiert wurden,
entwickelten keine sterile Immunitat und hatten nur einen kleinen positiven Effekt wahrend
des Verlaufs der Malaria (Abb. 18 B). Kein signifikanter Unterschied im Gewichtsverlust oder
der Uberlebenszeit zwischen den Gruppen wurde nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).
Allerdings zeigten die zweimal immunisierten, wahrend der ,Boost“-Immunisierung
depletierten, Mause einen signifikant verlangsamten Anstieg der Parasitamie im Vergleich
mit den Wildtyp Mausen (Abb. 18 C). Als am effizientesten erwies sich das Protokoll, in
dessen Verlauf sowohl nach der ,Prime“Immunisierung, als auch nach der ,Boost”-

Immunisierung eine Depletion mit DT durchgefiihrt wurde (Abb. 18 D).
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Abbildung 18. Parasitimien nach Infektion
mit P. berghei Sporozoiten. Verlauf der
Infektion mit Sporozoiten von P. berghei in
Balb/c DEREG und Wildtyp Madusen.
Blutausstriche der Mé&use wurden an
verschiedenen Zeitpunkten genommen und
mit Wright’s stain gefarbt, und die Zahl der
infizierten Erythrozyten wurde bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte der
Parasitdmien der Mduse in jeder Gruppe. Die
Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test
(unpaired, two-tailed) berechnet. (A)
Kontrollexperiment  ohne  Immunisierung.
Balb/c DEREG und Wildtyp Mausen wurden an
den Tagen +1, +2 und +3 i.p. mit DT behandelt.
Am Tag +21 erfolgte eine i.v. Infektion mit
1000 Sporozoiten von P. berghei ANKA; n = 5.
(B) Depletion der Tge; Wahrend der ,Prime*-
Immunisierung. Balb/c DEREG und Wildtyp
Mausen wurden am Tag 0 i.p. mit ACT-CSP
immunisiert, an den Tagen +1, +2 und +3 i.p.
mit DT behandelt. Am Tag +21 erfolgte eine i.v.
Infektion mit 1000 Sporozoiten von P. berghei
ANKA; n = 5. (C) Depletion der Tge, wahrend
der ,Boost“- Immunisierung. Balb/c DEREG und
Wildtyp Mausen wurden an den Tagen 0 und
+14 i.p. mit ACT-CSP immunisiert und an den
Tagen +15, +16 und +17 i.p. mit DT behandelt.
Am Tag +35 erfolgte eine i.v. Infektion mit
1000 Sporozoiten von P. berghei ANKA; n = 5.
(D) Depletion der Tgeg wdhrend der ,Prime™-
und ,,Boost“~Immunisierung. Balb/c DEREG und
Wildtyp Mausen wurden am Tag 0 i.p. mit ACT-
CSP immunisiert, an den Tagen +1, +2 und +3
i.p. mit DT behandelt, am Tag +14 erneut i.p.
mit ACT-CSP immunisiert und an den Tagen
+15, +16 und +17 i.p. mit DT behandelt. Am
Tag +35 erfolgte eine i.v. Infektion mit 1000
Sporozoiten von P. berghei ANKA; n = 5.



3. Depletion der Tge; Wwdhrend der erythrozytaren Phase der Malaria

3.1.  Verlauf der Tgreg wahrend einer Plasmodium yoelii Infektion

Eine Infektion mit P. yoelii 17XNL verursacht, anders als die P. berghei ANKA-Infektion, einen
nichtletalen Infektionsverlauf, der durch eine transiente Parasitimie gekennzeichnet ist.
Wahrend der erythrozytdaren Phase einer P. yoelii 17XNL Infektion sind sowohl die zellulare,
als auch die humorale Immunantwort an der Bekampfung und Beseitigung infizierter
Erythrozyten beteiligt, was dazu flhrt, dass etwa 20 Tage nach Beginn der Infektion keine
Parasiten mehr im Blut detektierbar sind (Langhorne et al., 2002; Lepenies, 2007).

Der Verlauf einer Infektion mit P. yoelii 17XNL in C57BIl/6 Mausen (Abb. 19 A) sowie in Balb/c
Mausen (Daten nicht gezeigt) zeigte zwei Phasen mit einem ersten Maximum um Tag +5
nach der Infektion und einem zweiten Maximum um Tag +12. Die maximale Parasitdmie
wurde am Tag +12 post infektional (p.i.). erreicht (etwa 50 % infizierte Erythrozyten). Etwa
ab dem Tag +17 p.i. waren keine infizierten Erythrozyten mehr nachweisbar. Das
Korpergewicht der infizierten Mause wurde zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und in
Relation zum Gewicht vor der Infektion gesetzt und zeigte einen starken Verlust am Tag +7
mit spaterer Normalisierung (Abb. 19 B).
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Um zu uberprufen, ob Tgeg den Verlauf der Blutphase einer Malariainfektion beeinflussen,
wurde die Kinetik der CD4" eGFP" Tge, und der CD8" eGFP* Tge, wihrend der Infektion mit P.
yoelii 17XNL in Blut aus C57BI/6 DEREG Mausen evaluiert. C57Bl/6 DEREG Mause wurden am
Tag 0 5 x 10° infizierte Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert und an verschiedenen
Zeitpunkten wahrend der Infektion wurden durchflusszytometrische Analysen von T-Zellen
aus dem Blut durchgefiihrt. An Tag 0 und Tag +5 wurden die Anzahl der CD4" Foxp3® T-Zellen
und der CD8" Foxp3® T-Zellen mittels intrazelluldrer durchflusszytometrischer Analyse
bestimmt. Die CD4" eGFP* Treg Population variierte stark und die CD8"* eGFP* Treg Population
veranderte sich wahrend der Infektion auch dynamisch (Abb. 20 A und C). Im Vergleich zu
nichtinfizierten C57BI/6 DEREG Mé&usen war der prozentuale Anteil der CD4" Foxp3* Treg und
der CD8" Foxp3" Treg Wihrend der Infektion signifikant erhéht (Abb. 20 B und D).
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Abbildung 20. Kinetik der Tge; im Verlauf einer Infektion mit P. yoelii 17XNL Stamm. C57BI/6 DEREG Mause
wurden am Tag 0 mit 5 x 10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert. An verschiedenen
Zeitpunkten wahrend der Infektion wurde den Tieren Blut abgenommen und eine durchflusszytometrische
Analyse von T-Zellen durchgefiihrt. Die Blutzellen wurden mit APC-anti-CD4- oder APC-anti-CD8-Antikdrper und
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mit PE-anti-Foxp3-Antikdrper markiert und im Lymphozytengate analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte
und Standardfehler der Mause. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed)
berechnet. (A) Anzahl der CD4" eGFP* T-Zellen; n=2. (B) Anzahl CD4" Foxp3® T-Zellen; n=2. (C) Anzahl der CD8"
eGFP* T-Zellen; n=2. (D) Anzahl der CD8" Foxp3" T-Zellen; n=2.

3.2.  Effekte der CD8" Tgeg bei der T-Zellregulation im Verlauf der Blutphase der

Malaria

Am Tag +3 nach einer Infektion mit P. yoelii 17XNL, wurde eine eindeutige Erhéhung von
CD8" eGFP" Tgeg im Blut aus C57BI/6 DEREG Maiusen, welche mit 5 x 10° infizierten

Erythrozyten von P. yoelii 177XNL i.p. injiziert wurden, festgestellt (Abb. 21).

naive Tag +3
0,61 % 2,59 %

CD8

\ 4

eGFP

Abbildung 21. Die Infektion mit P. yoelii induziert Generation CD8" Treg- C57BI/6 DEREG Mé&use wurden am
Tag 0 mit 5 x 10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert. An verschiedenen Zeitpunkten
wahrend der Infektion wurde den Tieren Blut abgenommen und eine durchflusszytometrische Analyse von T-
Zellen durchgefiihrt. Die Blutzellen wurden mit APC-anti-CD8-Antikdrper markiert und im Lymphozytengate
analysiert. (A) ,Dotplot” einer naiven Maus. CD8" eGFP" T-Zellen ( im Quadrant ,UR”) = 0,61 % der
Lymphozyten. (B) ,,Dotplot” einer infizierten Maus am Tag +3. CD8" eGFP" T-Zellen ( im Quadrant ,UR“) = 2,59
% der Lymphozyten.

Um zu untersuchen, ob die wahrend der P. yoelii 17XNL Infektion generierten CD8* eGFP"
Treg SUppressive Aktivitdt zeigen, wurden Balb/c DEREG Mause am Tag O mit 5 x 10°
infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert. Drei Tage nach der Infektion wurden
Milzzellen isoliert und mit anti-CD8-Antikorper angefarbt. Mittels durchflusszytometrischer
Analyse (FACSAria) wurden die CD8" eGFP* T-Zellen sortiert. T-Effektorzellen (Ter) aus der
Milz naiver Balb/c DEREG Mausen wurden mit anti-CD3-Antikorper stimuliert und in
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen der sortierten CD8" eGFP* Treg in Kultur

genommen. Nach 48 h Inkubation wurde die Zellproliferation gemessen (Abb. 22). Das
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Experiment zeigte, dass die CD8" eGFP* Treg Population die Proliferation von Tgg im Verlauf

der P. yoelii 17XNL Infektion unterdricken kann.

*kk

i -

8000+

4000-

N
(=]
o
o
[
1

1000+

Proliferation

Teff 4:1 2:1 1:1
Teq : CD8” Treg

Abbildung 22: cD8" Treg Zeigen suppressive Funktionen ex vivo. Balb/c DEREG Mause wurden am Tag 0 mit 5 x
10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert. Am Tag +3 wurden Milzzellen isoliert, mit APC-anti-
CD8-Antikérper gefirbt und die CD8" eGFP" T-Zellen (CD8" Tg.) wurden mittels durchflusszytometrischer
Analyse (FACSAria) sortiert. 2 x 10° Tey aus der Milz naiver Balb/c DEREG Mausen wurden mit anti-CD3
Antikorper stimuliert und mit den sortierten CD8" Treg in verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Nach 48 h
wurde der 3H-Thymidineinschluss in den Zellen gemessen. Jeder Messpunkt reprdsentiert den Mittelwert aus
Triplikaten von je einer Maus. Die Querbalken geben den Mittelwert aus allen Mausen einer Gruppe an. Die

Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet; n= 2.

3.3. Einfluss der Depletion der Tge, auf klinische Parameter im Verlauf der

Blutphase der Malaria

Um den Einfluss der Depletion der Tgeg auf den klinischen Verlauf einer Infektion mit P. yoelii
17XNL zu untersuchen, wurden DEREG Mause und Wildtyp M3use am Tag 0 mit 5 x 10°
infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert und an den Tagen +1, +2 und +3 mit
DT behandelt. Mduse, deren TReg depletiert wurden, zeigten eine signifikant niedrigere
Parasitdmie und eine kirzere Krankheitsdauer im Verhaltnis zu den Wildtyp Mause (Abb.

23).
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A Abbildung 23. Effekt der Depletion der Tg, im
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des relativen Koérpergewichts; n=5.

Andere gemessene klinische Kennwerte waren das Gewicht sowie das Niveau der
Lebertransaminasen im Serum. Vorherige Studien haben gezeigt, dass eine Leberschadigung
im Verlauf der Malaria mit einer schlechteren Prognose korreliert (Kremsner et al., 1990;
Meyer, 2007). Eine Leberschadigung kann anhand veranderter Transaminasenkonzentration
im Serum nachgewiesen werden (Jacobs et al., 2004).

DEREG Mause und Wildtyp Mause wurden am Tag 0 mit 5 x 10° infizierten Erythrozyten von
P. yoelii 17XNL i.p. injiziert und an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. An den Tagen
+6 und +13 wurde die Serumkonzentration der Leberenzyme mit dem Reflotron Photometer
bestimmt. Es wurde kein signifikanter Unterschied im Gewichtsverlust zwischen den
Gruppen nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Die Depletion der Tgeg flihrte jedoch zu einem
Anstieg der Konzentration der Alaninaminotransferase (GPT) an den Tagen +6 und +13 nach
der Infektion mit P. yoelii 177XNL. Am Tag +6 waren GPT-Konzentrationen von bis zu 3000 U/I
messbar, was auf eine Hepatitis hindeutet. Uninfizierte Mause zeigten GPT-Konzentrationen
von ca. 30 U/l und bei infizierten Wildtyp Mausen stieg das Enzym nur minimal an (Abb. 24).
Am Tag +6 nach der P. yoelii 17XNL-Infektion stiegen in depletierten Madusen ebenfalls die

Konzentrationen der Aspartataminotransferase (GOT) an (Abb. 24).
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Abbildung 24. Einfluss der Depletion der Tg., auf den klinischen Verlauf der P. yoelii-Infektion. F1 DEREG und
Wildtyp Mause wurden i.p. mit 5 x 10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL injiziert und an den Tagen
+1, +2 und +3 mit DT behandelt. An den Tagen +6 und +13 wurden die Konzentrationen der Leberenzyme mit
einem Reflotron Photometer bestimmt. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte und Standardfehler der Mause in
jeder Gruppe. Die Signifikanz wurde mit Student’s t-test (unpaired, one-tailed) berechnet. (A) Alanin-

Aminotransferase (GPT) Konzentrationen; n = 6. (B) Aspartat-Aminotransferase (GOT) Konzentrationen; n = 6.

3.4. Die Depletion der Tgeg im Verlauf einer Infektion mit P. yoelii 17XNL fihrt zu

einer gesteigerten Zytokinproduktion

Eine P. yoelli 17XNL Infektion fihrt zu einer Freisetzung von Th1l- und Th2-Zytokinen,
wohingegen bei einer Infektion mit P. berghei eine polarisierte Th1-Antwort ausgel6st wird.
Im Verlauf der P. yoelii 17XNL Infektion werden sowohl Th1-Zytokine wie IFNy und TNFa, die
direkt antiparasitar wirken, als auch IL-4, IL-10 und TGFpB, die zu einer humoralen und
antiinflammatorischen Immunantwort beitragen, freigesetzt (Langhorne et al., 1989; Li et al.,
2001; Omer et al., 2003).

Um den Effekt der Depletion der Tgeg auf die Zytokinproduktion zu untersuchen, wurden die
Konzentrationen von IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IFNy und TNFa im Verlauf der P. yoelli 17XNL-
Infektion in Serum gemessen. DEREG Mause und Wildtyp Mause wurden am Tag 0 mit 5 x
10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert und an den Tagen +1, +2 und +3
mit DT behandelt. Am Tag +6 und am Tag +13 wurde Blut der Mause via Herzpunktion
abgenommen. Die Zytokine im Serum wurden mittels eines Cytometric-Bead-Array Tests
(CBA) analysiert. Eine erhohte Produktion proinflammatorischer Zytokine (IL-2, IL-6, IL-
12p70, IFNy und TNFa) wurde in depletierten Mausen nachgewiesen (Abb. 25 A, B, D, E und
F). Ebenso war die Produktion von IL-10 in den depletierten Mausen erhéht (Abb. 25 C), was

darauf schlieen l3sst, dass die Depletion der Tgeg die Immunantwort im Verlauf einer P.
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yoelii 17XNL Infektion verstarkt. Die gesteigerte T-Zellaktivierung und Zytokinproduktion
nach der Depletion der Tge flihrten zu einer schnelleren Kontrolle der Infektion,

verursachten aber eine starkere Pathologie.
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Abbildung 25. Gesteigerte Zytokinproduktion nach der Depletion der Tge, im Verlauf einer Infektion mit P.
yoelii. F1 DEREG und Wildtyp Mause wurden i.p. mit 5 x 10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL injiziert
und an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. An den Tagen +6 bzw. +13 wurde Blut mittels Herzpunktion
abgenommen und mit dem CBA-Kit verschiedene Zytokine im Serum gemessen. Jede Spalte reprasentiert den
Wert einem Serum-Pool aus drei Mausen. (A) Konzentration von IL-2; n = 3. (B) Konzentration von IL-6; n = 3.
(C) Konzentration von IL-10; n = 3. (D) Konzentration von IL-12p70; n = 3. (E) Konzentration von IFNy; n = 3. (F)

Konzentration von TNFa; n = 3.

3.5. Regulatorische T-Zellen sind nicht fiir die IL-10-Produktion im Verlauf der P.

yoelii 17XNL Infektion verantwortlich

IL-10 ist sehr wichtig fiir die Immunregulation und die Kontrolle der Pathologie im Verlauf

der Malaria (May et al., 2000). Um zu untersuchen, ob die Tgeg Depletion nach der P. yoelii
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17XNL Infektion einen Effekt auf die IL-10-Produktion hat, wurden Balb/c DEREG M&use und
Wildtyp Mause am Tag 0 mit 5 x 10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert
und an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. Am Tag +6 nach der Infektion waren
unter 1% CD4" eGFP* T-Zellen im Blut aus depletierten Mausen nachweisbar. Allerdings war
die im Serum gemessene IL-10 Konzentration in depletierten Mausen im Vergleich zu den
Wildtyp Mausen erhoht (Abb. 25). Das heift, dass in diesem Modell die IL-10 Produktion im
Verlauf der Infektion unabhangig von Tgeg ist. Um diese Hypothese zu tberprifen, wurde die
Produktion dieses Zytokins in verschiedenen Lymphozytenpopulationen der Milz (CD4" T-
Zellen, CD4" eGFP* T-Zellen, CD8" T-Zellen, und CD19" B-Zellen) mittels intrazelluldrer
durchflusszytometrischer Analyse am Tag +6 p.i. bestimmt. Eine Produktion von IL-10 wurde
in CD4" T-Zellen nachgewiesen, es konnte allerdings kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen depletierten und nicht depletierten Mausen gezeigt werden (Abb. 26). Keine
detektierbare Produktion des Zytokins wurde in CD8" T-Zellen bzw. B-Zellen oder Tgeg

gefunden (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 26. CD4" T-Zellen produzieren IL-10 wihrend einer P.

N
]

yoelii-Infektion. F1 DEREG und Wildtyp M&use wurden i.p. mit 5 x
ne 10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL injiziert und an den
Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. Am Tag +6 wurde die IL-10

T Produktion mittels intrazelluldrer durchflusszytometrischer Analyse

von Milzzellen bestimmt. Milzzellen wurden mit PE-anti-CD4-

Antikérper und APC-anti-IL-10-Antikorper markiert und die Zellen

IL-10" der CD4" T-Zellen [%]

o

im CD4" T-Zellgate analysiert. (A) ,Dotplot einer Isotyp Kontrolle
WT  DEREG g ysiert. {A).,Dotp P

Tag 6 nach Infektion und von Proben einer Wildtyp und einer DEREG Maus. (B) Anzahl

der IL-10 produzierenden CD4" T-Zellen; n= 2.
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3.6.  Verstdrkte T-Zellaktivierung nach der Depletion der Tge,

Um den Effekt der Depletion der Tgeg auf die T-Zellaktivierung im Verlauf der P. yoelii-
Infektion ndher zu untersuchen, wurde am Tag +6 der Anteil der aktivierten CD4" T-Zellen
bzw. CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl an T-Zellen in der Milz bestimmt. Dabei zeigte sich,
dass bei der P. yoelii 17XNL-Infektion nach der Depletion der Tgeg ein groBerer Anteil der
CD8" T-Zellen einen aktivierten Phinotyp (CD62L"°"8, CD69*) aufwies. Die Depletion der Teg
fuhrte auch zu einem hoéheren Anteil an aktivierten CD4" T-Zellen in der Milz, der im

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant unterschiedlich war (Abb. 27).
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Abbildung 27. Gesteigerte Aktivierung der CD8" T-Zellen und der CD4"* T-Zellen nach der Depletion der Treg:
F1 DEREG und Wildtyp Mause wurden i.p. mit 5 x 10° infizierten Erythrozyten von P. yoelii 17XNL injiziert und
an den Tagen +1, +2 und +3 mit DT behandelt. An den Tagen +6 bzw. +13 wurde die Expression der
Aktivierungsmarker CD62L und CD69 auf CD8" T-Zellen mittels durchflusszytometrischer Analyse von Milzzellen
bestimmt Der prozentuale Anteil der CD8" T-Zellen an der Gesamtzahl an Milzzellen ist aufgetragen, dargestellt
sind jeweils Mittelwerte und Standardfehler der Mause in jeder Gruppe. Die Signifikanz wurde mit dem
Student’s t-test (paired, two-tailed) berechnet. (A) CD4" CD62L™**" T-Zellen; n = 3. (B) CD8" CD62L"*" T-
Zellen; n = 3. (C) CD4" CD69" T-Zellen; n = 3. (D) CD8" CD69" T-Zellen; n = 3.
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3.7.

Effekte einer verlangerten Depletion der Tgeg auf die Parasitamie

Der Effekt einer verlangerten Depletion der Tgeg Wahrend der Infektion mit P. yoelii 17XNL

wurde mit DEREG Mausen und Wildtyp Mausen, welchen am Tag 0 5 x 10° infizierte

Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert und an den Tagen +1 bis +6 DT appliziert wurde,

analysiert. Im Vergleich zu den Wildtyp Mausen zeigten die depletierten Mause eine

signifikant niedrigere Parasitaimie, die auch einen anderen Verlauf als die der Wildtyp

Mause, ohne die beschriebenen zwei Maxima, zeigte (Abb. 28).
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Abbildung 28. Verlauf der Infektion mit
P. yoelii 17XNL Stamm bei verldngerter
Depletion der Tgee. F1 DEREG und Wildtyp
Mause wurden am Tag 0 mit 5 x 10°
infizierten Erythrozyten von P. vyoelii
17XNL i.p. injiziert und an den Tagen +1
bis +6 mit DT behandelt. Blutausstriche
der Mause wurden an verschiedenen
Zeitpunkten genommen und mit Wright's
stain gefarbt, und die Zahl der infizierten
Erythrozyten wurde bestimmt. Das
Korpergewicht der infizierten Mause
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten
bestimmt und in Relation zum Gewicht
vor der Infektion gesetzt. Dargestellt sind
die Mittelwerte und Standardfehler der
Mause in jeder Gruppe. Die Signifikanz
wurde mit dem Student’s t-Test
(unpaired, two-tailed) berechnet. (A)
Parasitamiekurve; n= 5. (B) Kurve des

prozentualen Gewichtsverlusts; n=5.



3.8. Depletion der Tgeg vor der Infektion

Die nach der Depletion neugenerierten Tgeg (NgTreg) Sind im Vergleich mit natirlichen Tgeg
(nTreg) ex vivo funktionell (Abb. 5). Um die suppressive Funktionen der ,,neugenerierten Tgeg
(ngTreg) in vivo zu untersuchen, wurden DEREG Mduse und Wildtyp Mduse mit DT an den
Tagen -23, -22 und -21 behandelt. Am Tag O wurden den Miusen 5 x 10° infizierte
Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert. Die depletierten Mause zeigten eine niedrigere
Parasitamie (Abb. 29), was die Vermutung nahelegt, dass die ngTgeg in vivo eine geringere

suppressive Kapazitat als die nTgeg besitzen.
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Abbildung 29. Effekt der Depletion der T, vor der Infektion mit P. yoelii 17XNL. F1 DEREG und Wildtyp
Mause wurden an den Tagen -23, -22 und -21 mit DT behandelt. Am Tag 0 wurden den Mausen 5 x 10°
infizierte Erythrozyten von P. yoelii 17XNL i.p. injiziert. Blutausstriche der Mause wurden an verschiedenen
Zeitpunkten genommen und mit Wright's stain gefdrbt, und die Zahl der infizierten Erythrozyten wurde
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardfehler der Parasitdamiekurve der Mdause in jeder

Gruppe. Die Signifikanz wurde mit dem Student’s t-Test (unpaired, two-tailed) berechnet; n=5.
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IV. Diskussion

Die T-Zellantwort ist ein Kernbestandteil der protektiven Immunantwort. Sie unterliegt
komplizierten regulatorischen Mechanismen, welche auch dem Selbstschutz des Organismus
dienen, um beispielsweise die durch eine unkontrollierte oder zu starke Immunantwort
verursachte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine zu verhindern.

Treg begrenzen die T-Zellaktivierung im Verlauf von Infektionen und Impfreaktionen und bei
der Entstehung und Persistenz von Tumoren. Ebenso spielen sie in der Aufrechterhaltung
der peripheren Toleranz gegen Selbstantigene eine zentrale Rolle (Sakaguchi, 2005). Eine
Fehlregulation oder ein Mangel an Tgreg flhrt zu Autoimmunkrankheiten und chronisch
inflammatorischen Erkrankungen (Asano et al., 1996; Shevach et al.,, 2001). Es gibt
verschiedene Hinweise, dass eine Vielzahl unterschiedlicher Tgeg Subpopulationen existieren,
die Uberlappende Funktionen aufweisen. Die Komplexitdt wird auch aufgrund der
Gewebespezifitdat der regulatorischen Mechanismen und durch die groRRe Variation der
Immunantworten, die kontrolliert werden mussen, erhoht (Corthay, 2009; Sakaguchi et al.,
2009). Daher miissen die regulatorischen Mechanismen genau angepasst sein, um die
entsprechende Immunantwort mit ihren bestimmten Merkmalen zu erzeugen. Dennoch ist
die Modulation von Tgeg ein attraktiver Angriffspunkt, um die Wirkung von Impfstoffen zu
verbessern und inflammatorische Erkrankungen, Transplantatreaktionen oder Tumore zu
behandeln. Die Vorbedingung fiir eine klinische Anwendung ist jedoch eine Minimierung
moglicher Nebenwirkungen durch die Entwicklung einer fiir den bestimmten regulatorischen
Mechanismus hochspezifischen Behandlungsform (Esensten et al., 2009; Long und Wood,
2009).

In dieser Arbeit wurde die Funktion der Tgeg in der Regulation von T-Effektorzellfunktionen

im Verlauf der murinen Malaria untersucht.

1. Das DEREG-Mausmodell

Foxp3" Treg zeigen eine konstitutive Expression von CD25. In vielen Studien werden deshalb
Antikorper gegen CD25 zur Depletion der Tgeg-Population verwendet. Mit diesem Ansatz

konnte gezeigt werden, dass Treg die Wirkung einer impfinduzierten T-Zellantwort
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beschrinken kénnen. Die Depletion der CD4°CD25" Treg VOr einer Immunisierung fuhrte zu
einer verstarkten T-Zellantwort gegen virale oder Tumorantigene (Kursar et al., 2007; Toka
et al., 2004; Prasad et al., 2005). In verschiedenen experimentellen Modellen erzeugte die
antikérpervermittelte Depletion der Tgeg eine erhéhte Anzahl impfinduzierter T-Zellen
(Boudosquié et al, 2009; Costa et al, 2009). Anti-CD25-Antikorper haben allerdings auch
depletierende Effekte auf nichtregulatorische T-Zellen die CD25 exprimieren. Problematisch
ist auch, dass nicht alle Tgeg Populationen CD25 exprimieren. Aullerdem hangt das Ergebnis
der anti-CD25-Antikorper induzierten Depletion stark von jeweiligen Gewebeart und dem
Zeitpunkt der Antikérperanwendung ab. Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind keine Verfahren zur
spezifischen Depletion der Tgeg bekannt (Couper et al, 2007; Li et al, 2009).

Um die spezifische Funktion der Tge; wahrend der Immunisierung gegen das Leberstadium
einer P. berghei Infektion zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit transgene Mause
verwendet, deren Foxp3'Tges spezifisch depletiert werden kénnen. Die BAC-transgenen
DEREG-Maduse exprimieren einen Diphtherietoxinrezeptor (DTR)-eGFP Fusionsprotein unter
der Kontrolle des Foxp3-Lokus. Dieses Mausmodell erlaubt nicht nur die Detektion der CD4"
Foxp3® Treg und der CD8" Foxp3™ Tgreg, sondern auch deren Depletion in vivo durch
Diphterietoxin (DT). Im Vergleich zu den konventionellen Strategien fiir die Depletion der
Treg €rmdglicht die Behandlung mit DT eine effizientere selektive Depletion der Foxp3* T-
Zellen, ohne die CD25" T-Effektorzellen zu beeinflussen (Lahl et al., 2007). Die Analyse des
Phanotyps der DEREG Mause zeigt eine Foxp3- und eGFP-Expression in Tgeg, welche mit der
in zuvor publizierten Foxp3 , Reporter” Mausen gezeigten vergleichbar ist (Collison et al.,
2007; Rubtsov et al., 2008).

Die DT Anwendung an drei aufeinanderfolgenden Tagen flihrt dazu, dass ein GroRteil der
Treg depletiert werden. Durch dieses Applikationsschema wurde ein Zeitfenster von drei bis
funf Tagen erzeugt, in dem die Zahl Tge statistisch signifikant reduziert war, ohne eine
offensichtliche Pathologie zu erzeugen. Die Analyse der Tgeg zu verschiedenen Zeitpunkten
ihrer Depletion zeigte eine sehr schnelle Wiederherstellung der Tgeg-Population, welche
ungefahr drei Tage nach der letzten Injektion mit DT begann. Diese starke Neubildung
konnte auch in anderen Publikationen demonstriert werden, welche eine starkere
homdoostatische Proliferation von Tgeg im Vergleich zu naiven CD4" T-Zellen zeigen (Gavin et
al, 2002; Tang et al, 2008). Nach der temporaren Depletion der Tgeg mit DT in DEREG-Mdusen

hat sich das Niveau an GFP*Foxp3* Treg Sehr schnell wieder normalisiert. Dadurch sind die
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DEREG-Mduse ein ideales Modell, um den Einfluss der Tgeg auf das T-Zellpriming wahrend
des initialen Antigenkontakts durch Vakzine zu analysieren und die Anwesenheit
funktioneller Tgeg sicherzustellen. Im Gegensatz dazu fihrt einer Behandlung mit anti-CD25
Antikorper zu einer mindestens zwei Wochen lang anhaltenden Depletion. Daher beeinflusst
die Abwesenheit der Tgeg nicht nur das Priming, sondern auch die Expansions- und
Kontraktionsphase.

Es ist bisher nicht bekannt, ob die schnelle Neubildung der Tgeg nach der Depletion aufgrund
einer Neugenerierung der Tgege im Thymus mit darauffolgender homdostatischer
Proliferation, durch die Proliferation der restlichen Tgeg 0oder durch Konversion naiver oder
konventioneller T-Zellen in die Peripherie entsteht. Studien, welche das DT-Modell
verwendeten, zeigten, dass die in vivo Funktion der Tgeg zum schnellen Aufflllen der
unbesetzten Kompartimente angeboren ist und die Tgeg in der Neubildungsphase nicht
vollfunktionell sind (Haudebourg et al., 2009). Die Beobachtungen vorangegangener Studien
zeigten eine fehlende Tgeg Funktion wahrend der Proliferationsphase in vitro (Takahashi et al,
1998; Thornton und Shevach, 1998). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die nach der
Depletion neugenerierten Treg €x vivo vergleichbare suppressive Funktionen wie die
urspringlichen Tgeg aufwiesen. Dagegen spricht die niedrigere Parasitamie der DEREG-
Mause, deren Tge; drei Wochen vor der Infektion mit P. yoelii depletiert wurden.
Méoglicherweise haben die neugenerierten Tgeg andere Eigenschaften in vivo. Um diese
Hypothese zu unterstiitzen, sind weitere Experimente, z. B. eine bessere phanotypische und

funktionelle Charakterisierung der neugenerierten Tgeg, Notwendig.

2. Depletion der Tge; als Therapie bei Erkrankungen

Uber Auswirkungen einer Depletion der Treg iIMm Menschen existieren bisher nur
unzureichende Ergebnisse, die aus retrospektiven oder kleinen prospektiven Studien aus der
Transplantationsmedizin und der Onkologie stammen (Ensor et al, 2009; Li et al, 2009). Die
Auswirkung einer Depletion der Tgeg zu spdteren Zeitpunkten in der Tumorentwicklung oder
im Verlauf von Infektionen beim Menschen, welche fiir therapeutische Zielsetzungen von
entscheidender Bedeutung ware, ist nicht hinreichend geklart.

In onkologischen Studien Uber die Rolle der Tgeg im fortgeschrittenen Stadium maligner
Tumorerkrankungen (Mamakarzinom, Ovarialkarzinom, kleinzelliges Lungenkarzinom,

Kolorektalkarzinom) konnte, im Vergleich zum Friihstadium maligner Tumorerkrankungen,
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eine erhdhte Anzahl regulatorischer Zellen in peripherem Blut sowie die Infiltrierung des
Tumorgewebes mit regulatorischen Zellen gezeigt werden. (Curiel et al., 2004; Petersen et
al., 2006; Ling et al., 2007). Auch konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Anzahl der Treg
mit der Tumorprogression korreliert (Beyer und Schultze, 2006; Beyer et al., 2006).

Die Depletion der Treg durch gegen CD25 gerichtete Antikérper (Daclizumab, Zenapax,
Roche) konnte in mehreren onkologischen Studien erste Erfolge aufzeigen (Barnett et al.,
2005; Simova et al. 2006). Eine erfolgreiche Generierung zytotoxischer T-Lymphozyten
konnte beobachtet werden, wenn ein Vakzin mit Tumorantigen wahrend der Daclizumab
induzierten Tgeg Depletion angewendet wird. Dies legt nahe, dass Daclizumab ein wirksames
Therapeutikum fir Patienten mit Tumorerkrankungen sein kann (Rech und Vonderheide,
2009). Als Schwachpunkt der Therapie mit anti-CD25 Antikérper muss jedoch gesehen
werden, dass die Depletion mit Anti-CD25 Antikérpern relativ unspezifisch ist und neben den
Treg auch andere Zellen depletiert werden, was zu einer starken Anfalligkeit fur Infektionen
und selbstgerichtete Immunreaktionen fiihren kann (Kohm et al., 2006; Baumann, 2009).

In anderen onkologischen Studien wurde, um Tgeg in vivo zu depletieren, ein Fusionsprotein
aus IL-2 und Diphtherie Toxin (DT) (Denileukin Diftitox, Ontak, Seragen) verwendet. Uber das
IL-2 bindet dieses Fusionsprotein an CD25 auf Tgeg und wird internalisiert. In der Zelle wird
das DT aktiviert und verhindert die weitere Proteinbiosynthese durch die Blockade des
Elongationsfaktor-2 (EF-2), wodurch die Zelle stirbt. Berichte lber den durch Ontak
erreichten Erfolg in der Depletion der Tgeg in Melanompatienten sind jedoch kritisch zu
betrachten, auch wenn in einer Studie 90% der mit Ontak behandelten Patienten eine
Produktion melanomspezifischer CD8" T-Zellen zeigten, konnte dadurch keine verbesserte
Prognose erreicht werden (Attia et al., 2005; Mahnke et al., 2007). In der Behandlung des
kutanen T-Zell-Lymphomes zeigte das Fusionsmolekiil aus IL-2 und Diphtherie Toxin jedoch

eine sehr hohe Effektivitat (Finn, 2008).

3. ACT-CSP als Impfmodell

Trotz der Fortschritte in der Erforschung antimalarischer Medikamente hat das immer
haufigere Auftreten multiresistenter P. falciparum Stamme seit 1960 die Behandlung der
Parasitose sehr problematisch gemacht (Warhust, 2003). Die Resistenz von P. falciparum

gegen Artemisin, welches in der Behandlung der chloroquinresistenten Malaria tropica
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wirksam ist, wurde 2009 in Kambodscha bestatigt (Le Ker, 2009). Hierzu ist weiterhin die
Entwicklung effektiver Vakzine von entscheidender Bedeutung.

Eine effiziente Impfung gegen Malaria flihrt im Idealfall zu einer sterilen Immunitat gegen
das Leberstadium der Malaria, da hierdurch der Erreger vor der Entwicklung einer
Parasitdamie und damit vor dem Auftreten klinischer Symptome im Patienten bekdampft
werden wirde. Die Immunisierung mit einer grofRen Anzahl y-bestrahlter Sporozoiten war
fir lange Zeit das einzige Modell, das in Nagetieren und Menschen eine sterile Immunitat
induziert hat. Sporozoitenbasierte Vakzine sind jedoch mit verschiedenen Problemen
assoziiert. Neben der Tatsache, dass die Produktion kompliziert ist, sind diese auch aufgrund
logistischer Probleme, wie beispielsweise Lagerung, Transport und Anwendung, unter
realistischen Bedingungen in der Anwendung sehr beschrankt. Aufgrund dessen liegt der
Fokus der Impfstoffforschung daher in der Entwicklung von Subunit-Impfstoffen, welche aus
Antigenen des Leberstadiums bestehen (Kanoi und Egwang, 2007).

Ein effektives Vakzin gegen die Malaria sollte auch das Antigen in den MHC-Klasse-I-Weg
einschleusen und dadurch seine Prisentation zu CD8" T-Zellen erlauben. Bisher wurden
verschiedene DNA-Impfungen, virale Komponenten wund virale bzw. bakterielle
rekombinante Vektoren als Tragermittel fir Impfungen evaluiert (Sedegah et al., 1994). Alle
bisher aufgefiihrten Strategien werden allerdings durch verschiedene Umstidnde limitiert,
zum Beispiel die eingeschrankte Anzahl gut charakterisierter Malariaantigene bzw.
immundominanter Antigene. Auch Beschrankungen in der Effizienz, mit der Antigene in den
MHC-Klasse-I-Weg eingebracht werden kdnnen, und dem Mangel an geeigneten Adjuvantien
stellen ein Problem dar (Schlecht et al, 2004).

Das Circumsporozoitenprotein (CSP) ist das, in der Leberphase, am besten charakterisierte
Malariaantigen (Kumar et al, 2002). Eine sterile Immunitat gegen Malaria kann durch die
Induktion IFNy produzierender CD8" T-Zellen, welche CSP-Epitope auf der Oberfliche
infizierter Hepatozyten erkennen, erreicht werden (Zavala et al., 1987). CSP-spezifische CD8"
T-Zellen kénnen auch die Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) induzieren, was zu einer
Eliminierung der intrazelluldren Parasiten beitrdagt (Schofield et al., 1987; Romero et al.,
1989, Doolan et al., 1996).

Vakzine mit CSP-Epitopen kdnnen in immunisierten Tieren die Auspragung der Leberphase
signifikant verringern und sogar eine sterile Immunitat hervorrufen. Im Menschen erwies

sich dies als weitaus schwieriger, jedoch fihrte auch hier die Impfung mit ,RTS,S/ASO2A* in
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mehr als der Halfte der freiwilligen Probanden zu vielversprechenden Ergebnissen (Kester et
al, 2008). In Kindern fuhrte dieser Impfstoff zu einer verringerten Infektionshaufigkeit nach
der Vakzinierung und einem verringertem Auftreten schwerer Malariaerkrankungen (Alonso
et al., 2005; Bejon et al., 2008; Guinovart et al, 2009).

Studien mit verschiedenen rekombinanten tragerbasierten Vakzinen haben eine protektive,
aber nicht langanhaltende CSP-spezifische CD8" T-Zellantwort induziert (Sedegah et al.,
1994; Lanar et al., 1996; Rodrigues et al., 1997; Tsuji et al., 1998). In dieser Arbeit wurde die
protektive Effizienz des rekombinanten experimentellen Stoffes ACT-CSP im Kontext einer
Diphterietoxin induzierten Depletion der Tgeg evaluiert. B. pertussis Adenylatzyklase (ACT)
hat eine hohe Affinitat fiir das Integrin aMp2 (CD11b/CD18), das praferenziell auf myeloiden
Zellen wie dendritische Zellen (DCs) exprimiert wird. Diese Affinitat fiir CD11b/CD18 erlaubt
den effizienten Transport der Antigene zu den antigenprasentierenden Zellen (APZ)
(Karimova et al, 1998; El-Azami-El-Idrissi et al, 2003; Schlecht et al, 2004). ACT-CSP
ermoglicht die Einschleusung des CD8" T-Zellepitops CSP von P. berghei und des Ovalbumin-
Peptid SIINFEKL auf dem MHC Klasse |-Prasentationsweg. Das OVA-Epitop SIINFEKL diente
dem Nachweis der biologischen Aktivitat des Molekdils in vitro (Tartz, 2006).

ACT-CSP verursacht ohne Hilfe von Adjuvantien eine starke Th1-Polarisierung und induziert
eine Immunantwort gegen ein einziges protektives Epitop von CSP von P. berghei ANKA. Eine
einzelne Dosis ACT-CSP induziert eine hohe Anzahl CSP-spezifischer und SIINFEKL-
spezifischer IFNy-produzierender CD8" T-Zellen in Milz, Leber und Blut immunisierter Mause.
Die Zahl, Funktion und biologische Aktivitat dieser T-Zellen kann mittels MHC-Klasse-I
Multimertechnologie und ELISPOT analysiert werden. Die durch ACT-CSP vermittelte
Immunantwort ist aber flir den Schutz nicht ausreichend (Tartz et al., 2007).

Mit dem Konstrukt ACT-CSP wurden Mause aus der F1 Generation der Kreuzung von C57BI/6
und Balb/c immunisiert, die das Epitop OVA;s7.264, SOwie das Epitop CSP,4s5.253 prasentieren
konnen. Diese F1 Mause tragen MHC-I-Molekiile vom Haplotyp H2-K° aus den C57BI/6-
Mausen und MHC-I-Molekiile vom Haplotyp H2-K® aus BALB/c-Mausen. Die Verwendung
dieses Mausstammes ermoglicht den simultanen Nachweis von OVA- und CSP-spezifischer

CD8" T-Zellantworten (Fayolle et al., 2001; Schlecht et al., 2004, Tartz et al., 2007).
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4, Die Depletion der Tg,, wdhrend der Immunisierung mit ACT-CSP

verbesserte die spezifische T-Zellantwort

Treg kOnnen die Differenzierung der T-Zellen zu protektiven T-Effektorzellen supprimieren
(Sakaguchi et al., 2009). Méglicherweise limitieren Tge, das CD8" T-Zellpriming durch
Hemmung der Aktivierung von DC. Dies lisst die Moglichkeit offen, dass CD4" T-Zellhilfe
bendtigt wird, um die Treg vermittelte Inhibierung der DC aufzuheben (Smith et al., 2004;
Filatenkov et al., 2005).

In dieser Arbeit verursachte der tempordre Verlust von Tge; in DEREG-Madusen eine
Verstarkung der spezifischen T-Zellantwort. Wahrend der Depletion der Tgeg im Verlauf des
Primings konnte eine stark erhohte Zahl IFNy produzierender CSP-spezifischer T-Zellen
nachgewiesen werden. Es ist festzustellen, dass zum Zeitpunkt der ex vivo Analyse die Tgeg
Population ihre urspriingliche GroRe wieder erreicht hatte und ihre Funktionalitat in vitro
nachgewiesen wurde. Dies legt nahe, dass die Anwesenheit der Tge; wahrend des initialen
Antigenkontakts die Zahl der T-Effektorzellen vermindert.

Ebenso wurde die Immunantwort, die durch einen Challenge mit P. berghei drei Wochen
nach der Immunisierung verstarkt ausgel6st wurde, auch wenn der Anteil an Tgeg Wieder
vollkommen hergestellt war. Der Challenge mit P. berghei Sporozoiten stellt sehr hohe
Anforderungen an die hervorgerufene Immunantwort. Nur sehr wenige Hepatozyten werden
infiziert und innerhalb von drei Tagen kann eine einzelne infizierte Zelle bis zu 30000
Merozoiten freisetzen. Was ausreicht, um die Blutphase der Malariaerkrankung auszul6sen.
Nach einer Infektion mit P. berghei Sporozoiten entwickelten die wahrend des Primings von
Treg depletierten Mdusen eine verlangsamte Blutphase im Vergleich zu den immunisierten
Kontrollmausen. Das deutet darauf hin, dass die beobachtete Erhohung der CSP-spezifischen
T-Zellantwort die Anzahl der infizierten Hepatozyten verringert und die Ausschittung der
Merozoiten in der Leber begrenzt, da kein Einfluss einer Tgeg Depletion auf die Entwicklung
der Infektion wahrend der Blutphase der P. berghei ANKA Infektion in nichtimmunisierten
Mausen beobachtet wurde.

Die in der Milz erhéhte Expansion CSP-spezifischer CD8" T-Effektorzellen hat aber nicht
ausgereicht, um die Freisetzung der Parasiten ins Blut komplett zu verhindern. Die
Immunisierung mit ACT-CSP im Kontext der effektiven Depletion der Treg vermittelte nur

einen partiellen Schutz und keine sterile Immunitat, was mit dem Immunisierungszeitpunkt
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zusammenhdngen koénnte. Es existiert nur ein sehr kleines Zeitfenster, in dem T-
Effektorzellen die infizierten Hepatozyten bekampfen konnen, da mit den ersten
freigesetzten Merozoiten der Ubergang in die Blutphase ausgeldst wird. Deswegen kénnen
kleine Verdanderungen im Immunisierungsablauf fiir Unterschiede im Schutz verantwortlich
sein. Eine andere Erkldarung ware, dass auller den Tgeg, Noch weitere Mechanismen an der
negativen Regulation der T-Effektorzellen beteiligt sind oder andere Mechanismen als IFNy
an der Protektion beteiligt sind. Fir die Eliminierung der Plasmodien sind nicht nur die
spezifischen T-Zellen wichtig, sondern auch die Zellen der angeborenen Immunabwehr.
Makrophagen, DC, NK-Zellen und y6-T-Zellen haben auch im Verlauf der Malariainfektion, in
der Einleitung der spezifischen Immunantwort, eine besondere Bedeutung (Stevenson und
Riley, 2004). Wahrend der Infektion mit P. falciparum sind beispielsweise y6-T-Zellen und
NK-Zellen eine frihe Quelle von IFNy. Aulerdem zeigen NK-Zellen eine zytotoxische Wirkung
auf infizierte Erythrozyten (de Souza et al., 1997; Mohan et al., 1997).

Nach einer Immunisierung mit ACT-CSP fanden sich in der Milz ungefdahr 70% zentrale (TCM)
und 30% Effektor-T-Memoryzellen (TEM) (Tartz, 2006). TCM werden hauptsachlich in
lymphatischen Organen gefunden. TEM sind in nichtlymphatischen Organen pradominant.
Sie sind durch schnelle Effektorfunktionen nach Antigenkontakt, wie Zytokinfreisetzung und
zytotoxische Aktivitat, gekennzeichnet (Carvalho et al., 2002; Wherry et al., 2003). Die
Persistenz von TEM in der Leber ist fir die Protektion wahrend der Leberphase der Malaria
kritisch, da diese Zellen nach Antigenkontakt schnell expandieren sowie IL-2 sekretieren
(Carvalho et al., 2002; Lanzavecchia et al., 2004). Vorangegangene Studien zeigten, dass IFNy
produzierende TEM, die auch zytotoxische Aktivitat haben, fir den Schutz gegen schnell
replizierende Pathogene wie Plasmodium von grofRerer Bedeutung sind (Reyes-Sandoval et
al, 2008). Die kontinuierliche Abnahme der Zahl der TEM in der Leber in Abwesenheit von
Antigenkontakt assoziierte einen Verlust der protektiven Immunitat. (Krzych et al., 2000;
Berenzon et al., 2003). Es wurde auch gezeigt, dass TCM sich im Verlauf des Leberstadiums
der Malaria in potente Tgs differenzieren und stark proliferieren kénnen. Diese Zellen sind an
der Protektion gegen Malaria nach einer Immunisierung oder einer natirlichen Infektion
beteiligt. (Keating et al., 2005; Todryk et al., 2008). Moglicherweise ist eine dauerhafte
protektive Immunitat gegen Sporozoiten Resultat eines Gleichgewichts von TCM und TEM.
Die Produktion anderer Zytokine als IFNy, wie TNFa oder IL-2, kann das Potenzial

antigenspezifischer T-Zellen erhéhen (Korten et al., 2005).
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Dies deutet darauf hin, dass die gesteigerte Induktion von T-Zellen in Abwesenheit von Tgeg
durch eine starke Kontraktion der T-Zellpopulation begleitet wird. In DEREG- und
Kontrollmausen konnte mehrere Wochen nach der Impfung mit ACT-CSP kein Unterschied in
der Zahl der CSP-spezifischen T-Zellen gefunden werden, obwohl in beiden Gruppen noch
eine signifikante Zahl an CSP-spezifischen T-Zellen weiterhin nachweisbar sind.

In diesem Model erzeugte die Depletion der Tgeg Wahrend der primaren Immunisierung mit
ACT-CSP keine bessere CSP-spezifische Memory-Antwort. Die erhdhte Anzahl an
antigenspezifischen CD8" T-Zellen nach der Tge; Depletion war nicht dauerhaft. Drei Monate
nach der Immunisierung gab es keinen signifikanten Unterschied mehr zwischen den
depletierten Mausen und den Kontrolltieren und die Gesamtzahl der IFNy-produzierenden
CSP-spezifischen CD8" T-Zellen verdnderte sich nur wenig. Die Erhéhung der Anzahl
impfspezifischer T-Zellen korrelierte nicht mit der Anzahl der T-Memoryzellen in diesem
Modell, was zur Annahme fiihrt, dass die Anzahl spezifischer T-Memoryzellen innerhalb
eines Zeitraums von drei Monaten unter einen kritischen Schwellenwert fallen. Es kann sein,
dass die Starke der Effektorantwort kein geeigneter Parameter ist, um das protektive
Potenzial einer Impfung zu bewerten, da die IFNy produzierenden T-Effektorzellen nach
einer Stimulierung sehr schnell nach ihrer Aktivierung an Apoptose zugrunde gehen kdnnten.
Die Depletion der Tgeg Wahrend der ,Boost“-Immunisierung induzierte keinen weiteren
Anstieg der spezifischen Immunantwort. Das Priming mit ACT-CSP mit darauffolgender
Depletion der Tgeg erhohte die CSP-spezifische T-Zellantwort und erzeugte einen partiellen
Schutz gegen die Entwicklung der Parasitdmie. Auch wenn die Depletion der Tgeg Nach einer
,Boost“-Immunisierung mit ACT-CSP zu einem signifikant besseren Schutz gegen die
Parasitamie flihrte, konnte mit dieser Strategie keine weitere Steigerung der Anzahl CSP-
spezifischer T-Zellen erreicht werden. Sehr dhnlich der Situation wdhrend des Primings,
verschwinden die Unterschiede bei einer Beprobung zu einem spateren Zeitpunkt. Das heift,
die Anzahl der IFNy-produzierenden Zellen in Milz korrelierte nicht mit dem Grad des
Schutzes. Das bedeutet, dass andere Mechanismen fiir die Protektion verantwortlich sind.
Auch das tolerogene Milieu in der Leber, welches die Generierung von Anergie in T-Zellen
fordert, konnte von Bedeutung fiir die Protektion sein (Limmer et al, 2000; Klugewitz et al,
2002).

Verschiedene Arten nichthdamopoetischer Leberzellen, einschlieRlich sinusoidalen

Endothelzellen und Sternzellen, welche sich im Subendothelraum befinden, und
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Leberparenchymalzellen (ibernehmen die Funktion von antigenprasentierenden Zellen.
Diese Zellen prasentieren Antigene im Zusammenhang mit immunsuppressiven Zytokinen
und inhibitorischen Zelloberflachenliganden und 16sen Immunantworten gegen
Leberantigene aus, was oft in Toleranz endet (Crispe, 2009). Der Malariaparasit nutzt das
Milieu der Leber, untergrabt eine Immunantwort und verursacht somit eine dauerhafte
Infektion. AuRerdem wird CSP nach der Infektion der Hepatozyten mit Sporozoiten nur sehr
kurz exprimiert (Bodescot et al, 2004).

Die ,,Boost“-Immunisierung mit ACT-CSP zeigte in dieser Arbeit keinen Effekt auf die Anzahl
der durch die ,,Prime“-Immunisierung ausgeldsten T-Zellen. Eine Aktivierung induzierter Tgeg
(iTreg) infolge der Primdrimmunisierung konnte nach der ,Boost“-Immunisierung eine
weitere Expansion antigenspezifischer T-Zellen verhindern. Es ist aber nicht ausgeschlossen,
dass andere Treg Populationen in der ,Priming“-Phase generiert werden und diese die
Proliferation der Effektorzellen inhibieren kénnen. Ein weiterer moglicher Faktor fiir den nur
partiellen Erfolg der homologen ,Prime/Boost“-Impfstrategie ist, dass T-Memoryzellen, in
Vergleich zu naive T-Zellen, sensibler auf immunsuppressive Mechanismen reagieren
(Bannard et al., 2009; DiSpirito und Shen 2010).

Direkt nach der homdostatischen Proliferation, zeigen Tgreg ihr hochstes regulatorisches
Potenzial (Gavin et al, 2002). Natiirliche Tgeg und induzierte Tgeg zeigen unterschiedliche
Eigenschaften. Es muss noch gezeigt werden, ob die Abwesenheit bestimmter Populationen
von Treg wahrend des Challenges einen besseren Schutz erzeugen kann.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Arbeit, dass eine spezifische und transiente
Depletion der Tgeg eine impfinduzierte CD8" T-Zellantwort wahrend der ,Prime“- und der
»Boost“-Immunisierung verbessern kann. Eine Depletion der Tge; wahrend einer
Immunisierung gegen Malaria ist nicht von einer erhohten Anzahl an langlebigen T-
Memoryzellen begleitet, obwohl sie zu einer erhéhten Anzahl kurzlebiger T-Effektorzellen
fiihrt, was das Hauptziel einer vorbeugenden Impfung ist. Dies kann wichtige Implikationen
far die Impfstoffentwicklung haben. Folglich kdnnte eine transiente Inhibierung der Funktion
der Treg von weitaus groBerem Nutzen sein, wenn eine starke, aber kurzanhaltende
Immunantwort bendtigt wird, wie beispielsweise in therapeutischen Impfungen z. B.
dagegen Tumoren, wo eine Immunantwort gegen Selbstantigene hervorgerufen werden soll.

Das Design neuer Impfstrategien sollte nicht nur auf die Optimierung einer starken
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Kurzzeitantwort fokussiert sein, da diese nicht zwingend notwendig flir eine langandauernde

Memoryantwort ist.

5. CTLA4-Blockade wahrend der Immunisierung mit ACT-CSP hat nicht den

gleichen Effekt wie eine Depletion der Tge,

CTLA4 (cytotoxic T Ilymphocyte-associated antigen 4, CD152) ist ein potentes
koinhibitorisches Molekiil, das fur die periphere Toleranz notwendig ist. Auf aktivierten T-
Zellen exprimiertes CTLA4 ist ein negativer Regulator der T-Zellaktivierung. Dieses Molekiil
konkurriert mit CD28 um die Bindung an CD80 bzw. CD86, was zur Inaktivierung der T-Zellen
beitragt (Walunas et al., 1994; Krummel et al., 1995). In Tgeg, Welche eine konstitutive
Expression von CTLA4 zeigen, spielt dies eine zentrale Rolle bei der Suppression der T-
Effektorzellen (Takahashi et al., 2000; Grohmann et al., 2002). Neue Ergebnisse legen nahe,
dass CTLA4 seine immunregulatorischen Funktionen einerseits durch die Kontrolle
antigenspezifischer T-Effektorzellen und andererseits durch die Kontrolle der Tgeg ausiibt (Ise
et al., 2010; Paterson und Sharpe, 2010).

Um zu untersuchen, ob die Blockade von CTLA4 eine vergleichbare Auswirkung wie die
Depletion der Tgeg bei der Suppression der impfinduzierten Immunantwort hatte, wurde ein
monoklonaler, blockierender, Antikorper gegen CTLA4 in Kombination mit der ,,Prime*- oder
»Boost“-Immunisierung mit ACT-CSP appliziert. Im Gegensatz zur Depletion der Tgeg zeigte
die Blockade der CTLA4-Interaktionen wahrend der primdren Immunisierung keine
Auswirkung auf die Anzahl der aktivierten spezifischen T-Zellen. Die Applikation von anti-
CTLA4 wahrend der ,Boost“-Immunisierung fiuhrte auch nicht zu einer gesteigerten T-
Zellantwort. Es wurde kein Unterschied in der Anzahl der CD8" CSP-spezifischen T-Zellen in
der Milz gefunden. Die Blockade der CTLA4-Interaktionen kann die Funktionen
regulatorischer T-Zellen, die in Folge der Immunisierung aktiv werden, supprimieren, aber T-
Effektorzellen konnen ebenso inhibiert werden. Dies ware eine Erklarung fir das Ausbleiben
einer Erhéhung an CSP-spezifischen T-Zellen in diesem Modell. Moglicherweise kdnnte auch
die Starke der Expression von CTLA4 entscheidend fiir den Effekt seiner Blockade sein. T-
Memoryzellen sind beispielsweise anfalliger fiir eine CTLA4-Blockade als aktivierte naive T-

Zellen (Gregor et al., 2004).
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Kirzlich wurde gezeigt, dass eine transiente Blockade von CTLA4 eine Auswirkung hat, wenn
sie wahrend der ,Boost“-Immunisierung angewandt wird. Im selben Model konnte auch
gezeigt werden, dass sie eine erhdhte Anzahl an spezifischen T-Zellen zur Folge hat (Tartz,
2006). Dies steht im Widerspruch zur Depletion der Tgeg, die wahrend der ,Prime*“- und
,Boost“-Immunisierung wirkt, welche zur Vermutung fiihrt, dass eine anti-CTLA4 Behandlung
im ACT-CSP Impfmodell nicht die Funktion der Tge; wahrend der ,Prime“-Immunisierung
beeintrachtigt, aber vielleicht die Aktivierungsschwelle kirzlich aktivierter T-Zellen wahrend
des Antigenzweitkontakts verandert. Eine CTLA4 Blockade fiihrte wahrend der , Boost“-
Immunisierung zu einer hoheren Schutzwirkung (Tartz et al., 2007) als die Tgeg Depletion
wahrend der ,Prime“- und ,Boost“-Immunisierung. Dies deutet daraufhin, dass eine
transiente Blockade negativer Kostimulatoren durch Antikorper effektiver fir die

Verbesserung von Impfstoffen sein kénnte, als die Manipulierung der Tgeg Aktivitat.

6. Effekte der Depletion der Tg; bei der Inmunantwort gegen bestrahlte

Sporozoiten

Die Verwendung y-bestrahlter (Nussenzweig et al, 1967; Hoffman et al, 1989) bzw. durch
Mutation attenuierter Sporozoiten (Mueller et al, 2005; Ting et al., 2008) hat zu einem
signifikantem Schutz wahrend der Leberphase der Malaria gefiihrt. Attenuierte Sporozoiten
konnen zwar die Leberzellen infizieren, entwickeln sich aber nicht zu Merozoiten. Es kommt
zu einer langeren Antigenprasenz in der Leber und zur Induktion protektiver und lange
vorhaltender zytotoxischer T-Zellantworten (Hoffmann et al., 1990).

Eine Depletion der Treg Wwahrend der Immunisierung mit y-bestrahlten Sporozoiten von P.
berghei wurde in dieser Arbeit durchgefiihrt. Mduse, deren Tgeg depletiert wurden, hatten
eine starkere Immunantwort gegen y-bestrahlte Sporozoiten als Kontrollmause. Die CSP-
spezifische T-Zellantwort wurde verstarkt, aber auch die unspezifische Antwort nach
Stimulierung mit anti-CD3 Antikorper war signifikant erhoht. Die Milzzellen haben mit einer
starken Produktion von IFNy auch ohne Stimulation reagiert. Dies kann bedeuten, dass die
Abwesenheit der Tgeg wahrend der Immunisierung mit Sporozoiten eine Induktion der Zellen
des angeborenen Immunsystems verursacht hat. Beispielsweise Natirliche Killerzellen (NK-

Zellen), Natirliche T-Killerzellen (NKT-Zellen) und y& T-Zellen sind in auRergewdhnlich
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groBen Mengen in der Leber vorhanden (Crispe, 2009) und spielen eine wichtige Rolle im
Verlauf der Malaria (Doolan und Martinez-Alier, 2006).

P. falciparum kann in vitro schnell humane y& T-Zellen und NK-Zellen aktivieren (Bouyou-
Akotet und Mavoungou, 2009). Von Parasiten stammende Antigene, wie P. falciparum
Erythrocyte Membrane Protein-1 (PfEMP-1) und Glykosylphosphatidylinositol (GPI) kénnen
NK-Zellen stimmulieren (Baratin et al., 2007; Hansen et al, 2007).

Von Parasiten induziertes friihes IFNy stammt hauptsachlich von yé T-Zellen, die beim Schutz

gegen Malaria positiv mitwirken konnten (D’Ombrian et al., 2007; D’Ombrian et al., 2008).

7. P. yoelii als Modell fiir die Immunregulation im Verlauf der Blutphase

der Malaria

Im dritten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Depletion der Tgeg auf den Verlauf einer P.
yoelii Infektion in der Maus untersucht. Im Vergleich zur P. berghei ANKA Infektion, welche
eine Thl-dominierte Immunantwort verursacht, kommt es bei der P. yoelii Infektion zur
Sekretion von Th1-Zytokinen wie IFNy, aber auch IL-4, IL-10 und TGFB (Omer et al., 2003).
Die starke Zytokinproduktion in der Blutphase der P. yoelii Infektion inhibiert die protektive
CD8" T-Zellantwort (Ocafia-Morgner et al., 2007).

Thl- und Th2-Antworten sind fiir die Kontrolle der Parasitamie im Verlauf der P. yoelii
Infektion wichtig (Riley et al., 2006). Im Gegensatz zum P. berghei-Modell, verursacht P.
yoelii keine zerebrale Malaria, eine Erklarung dafir ware die Dominanz der Th1-Antwort bei
der P. berghei ANKA Infektion (Lepenies, 2007).

Im Gegensatz zu einer Infektion mit P. berghei, welche kaum Veranderungen in der Tgeg-
Anzahl verursacht, steigt die Zahl der Foxp3™ Tgeg in Milz und Blut der mit P. yoelii infizierten
Mause an. Dies schliel3t aus, dass ruhende Tgeg im Verlauf der Infektion aktiviert wurden.
Wahrend der P. yoelii Infektion migrieren DC in die Milz und produzieren TGFf,
Prostaglandin E2 (PGE2) und IL-10, welche die Differenzierung der Tgeg unterstiitzen (Ocafia-
Morgner et al., 2007). So wurde gezeigt, dass PGE2 die Foxp3-Expression in Tgeg induzieren
kann (Sharma et al., 2005).

Ein eindeutiger Anstieg von CD8" Tge; Wurde in mit P. yoelii infizierten DEREG-Mé&usen

nachgewiesen. In naiven Mausen ist diese Population mittels Durchflusszytometrie fast
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undetektierbar. CD8'Foxp3” Treg haben nur schwache zytotoxische Aktivitat, aber
produzieren IL-10. Plasmazytoide dendritische Zellen (DC2) induzieren die Differenzierung
der CD8" Tgeg (Gilliet und Liu, 2002). Ihre Aktivierung ist von TGFB und IL-10 abhingig, die im
Verlauf der P. yoelii Infektion hochreguliert sind (Omer et al., 2003).

In dieser Arbeit wurde die suppressive Kapazitit der CD8" Tgeg nach der nicht letalen P. yoelii
Infektion ex vivo bestétigt. Verschiedene regulatorische Wirkungen der CD8" Foxp3" Tgeg
wurden in der Literatur beschrieben, aber ihre Rolle bleibt unklar. Diese Zellen kénnen durch
CTLA4 die Aktivierung von T-Effektorzellen verhindern. Zudem koénnen sie durch LAG3
(lymphocyte-activation gene 3) MHC-II-Molekiile binden und die Reifung von DCs hemmen
(Zozulya und Wiendl, 2008). LAG3 inhibiert die Expansion aktivierter T-Zellen und ist fur die

maximale suppressive Funktion der Tgeg n6tig (Workman et al., 2009).

8. Die Depletion der T, verbesserte die Immunantwort wdhrend der
Blutphase einer P. yoelii Infektion, aber verstarkte deren Pathologie

Bei der Infektion mit Pyl7NL verursachte die Depletion der Tge; eine verstarkte T-
Zellaktivierung, eine gesteigerte Zytokinproduktion und eine verminderte die Parasitamie.
Allerdings wurde eine Erhéhung der Lebertransaminasen festgestellt. Im Verlauf der Py17NL
Infektion wurde in vorherigen Arbeiten die Infiltration von T-Zellen in die Leber
nachgewiesen (Lepenies, 2007). Im Normallfall werden in der Leber aktivierte T-Zellen, zum
Schutz vor Inflammation der Leber, teilweise inaktiviert (Ocafia-Morgner et al., 2007). Es ist
moglich, dass in Abwesenheit der Tgeg diese Inaktivierung nicht stattfindet, was eine
Erklarung fur die in dieser Arbeit beobachtete Leberpathologie in depletierten Mausen ware.
Ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen ist
ausschlaggebend, um einerseits eine addaquate Protektion zu erhalten, jedoch andererseits
um eine stark ausgepragte Pathologie zu vermeiden (Chaiyaroj et al., 2004).
Dementsprechend ist der Preis einer Suppression antiinflammatorischer Mechanismen eine
Verstarkung der Pathologie (Singh et al., 2002).

Einer der Hauptfaktoren fiir eine derartige Leberpathologie ist TNFa, das nicht nur fir die
Inhibition der Parasitenreplikation wichtig ist, sondern auch fiir die Induktion pathogener
Mechanismen wie Leberschidigung und Gewichtsverlust (Grau et al., 1987; Lepenies, 2007).

Im Gegensatz zu TNFa hat beispielsweise IL-10 eine protektive Wirkung gegen derartige
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Leberpathologien. In Studien mit der Infektion durch P. chabaudi in IL-10 defizienten
Mausen konnte eine vergleichbare Steigerung in Leberpathologie und eine daraus
resultierenden Letalitat gezeigt werden (Sanni et al., 2004). Durch die Depletion der Tgeg im
Verlauf der Infektion hat sich die IL-10-Produktion aber nicht reduziert. Es wurde mittels
Durchflusszytometrie gezeigt, dass in der frithen Phase der Infektion die CD4* Foxp3™ T-Zellen
die wichtigste Quelle von IL-10 sind. Dies korreliert mit einer Studie mit P. falciparum im
Menschen, in der eine Erhéhung der IL-10-Produktion nachgewiesen wurde, fiir die die CD4"
Foxp3™ T-Effektorzellen verantwortlich waren (Walther et al, 2009).

Auch eine verldngerte Depletion der Tgeg Verbesserte die Immunantwort gegen P. yoelii und
die Parasitamiekurve zeigte einen linearen Verlauf statt der zwei klassischen Maxima. Es
konnte gezeigt werden, dass Tgeg direkt mit DC interagieren und ihren Reifungsstatus
abschwachen. So kénnten sie die Signalstarke einschranken, indem sie die Reifung der
Dendritischen Zellen verhindern, was wiederum das Priming der T-Zellen beeinflusst. In
dieser Theorie wiirde eine verlangerte Depletion der Tgeg das Priming der T-Zellen erhéhen,
was zu einer Zunahme der T-Effektorzellen fihren wiirde.

In den Experimenten mit in vivo Depletion der Tgeg konnte gezeigt werden, dass bei einer
Infektion mit P. yoelii die Treg €ine wichtige Rolle bei der Unterdriickung der Immunantwort
spielen, indem sie die T-Zellantwort eingeschrankt und damit eine Inflammation verhindert

wird.
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V. Zusammenfassung

Treg spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Immunantwort bei
Autoimmunkrankheiten, bei der Tumorentstehung, in der Transplantationsmedizin und in
Infektionen.

Das DEREG Mausmodell ist ein neues Hilfsmittel, um die Foxp3" Tgeg in vivo zu analysieren.
Die bisherigen Einschrankungen der antikoérperbasierten Depletionsprotokolle werden
umgangen, da die Foxp3" Tgeg in DEREG Miusen, jederzeit wihrend der Immunantwort
selektiv depletiert werden konnen. Dadurch kdnnen mit dem DEREG Modell weitaus besser
Informationen Uber die Rolle der Tgeg in Tumorerkrankungen, Autoimmunreaktionen, bei
Transplantationen und Infektionen gewonnen werden (Lahl et al., 2007). Die Kinetik der Tgeg
wahrend der in vivo Depletion mit DT wurde im ersten Teil dieser Arbeit untersucht. Es
wurde belegt, dass die nach der Depletion neu generierten Tge; keine funktionellen
Einschrankungen zeigten. Dies ist flr zuklinftige Therapieansatze von groflem Interesse.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Funktion der Tgeg im Verlauf der Immunisierung
gegen die Leberphase einer P. berghei Infektion analysiert. Als experimenteller Trager fir
eine Impfung wurde rekombinantes Fusionsmolekil aus ACT von Bordetella pertussis und
einem MHC-Klasse-I-Epitop von CSP aus Plasmodium berghei verwendet. In
vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass ACT-CSP die Eigenschaft besitzt, ein Epitop
von Plasmodium  berghei-CSP in den MHC-Klasse-|  Prasentationsweg von
antigenprasentierenden Zellen einzubringen und damit spezifisch CD8'-T-Zellen zu
induzieren.

Durch die Verwendung von DEREG Mdusen konnte gezeigt werden, dass eine Depletion der
Treg Wéhrend der Priming-Phase zu einer Verstirkung der CSP-spezifischen CD8'-T-
Zellantwort fiihrt. Dies fiihrt nicht nur zu einer héheren CSP-spezifischen CD8" T-Zellanzahl
und starkerer Zytokinproduktion, sondern auch zu einem besseren Schutz gegen einen
Challenge mit Sporozoiten. Diese partielle protektive Immunitdt war aber nicht lang
anhaltend. Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahe, dass die Depletion
der Tgeg Wahrend einer Vakzinierung gegen Malaria nicht ausreichend ist, um eine sterile
bzw. dauerhafte Immunitdt zu erreichen. AuBerdem belegen sie, dass eine erhéhte Anzahl
an T-Effektorzellen nicht notwendigerweise mit einer verbesserten Memory-T-Zellantwort

korreliert.
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T-Zellen sind filr eine protektive Immunantwort notwendig, aber sie kénnen auch im Falle
einer unkontrollierten Aktivierung zu einer Pathologie fiihren. Deshalb ist eine effektive
Regulation der T-Zellaktivitat durch Tgeg Wichtig.

Das Ziel des dritten Teils der Arbeit war die Analyse der Funktion der Tgeg im Verlauf der
murinen P. yoelii Infektion. Die Depletion der Tgeg im DEREG Mausmodell fiihrte zu einer
Reduktion der Parasitidmie. Dies korrelierte mit einer verstirkten Aktivierung von CD4" und
CD8" T-Zellen und mit der Zunahme der Th1-Zytokine IFNy und TNFa, aber auch der Th2-
Zytokine IL-4 und IL-10 im Serum. Das bedeutet, dass die Depletion der Tgeg wahrend einer
nichtletalen P. yoelii Infektion nicht die Polarisierung der Immunantwort verdnderte,
sondern die ablaufenden Th1- und Th2-Antworten insgesamt verstarkte.

Wadhrend einer P. yoelii Infektion, wurde die Steigerung der aktivierten T-Zellen infolge der
Depletion der Tgeg vOn einer gesteigerten Zytokinproduktion begleitet. Die systemische
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine, hauptsachlich TNFa, war begleitet von einer
ausgepragte Leberpathologie. Dies zeigte das Risiko einer unkontrollierter T-
Effektorzellexpansion durch Depletion der Tgeg, Weil damit eine Pathologie induziert wurde.
Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit die Bedeutung der Tge; flir Protektion und
Pathologie in einer nichtletalen P. yoelii Infektion gezeigt. Die in vivo Depletion der Tgeg
dokumentierte, dass diese Zellpopulation essenziell ist, um die T-Zellantwort im Verlauf der

Malaria zu limitieren und damit eine exzessive Inflammation zu verhindern.
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