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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein korpereigenes Abwehrsystem, das aus Immunzellen und
immunwirksamen Proteinen besteht. Es dient der Bekdmpfung von Krankheitserregern und
entarteten korpereigenen Zellen. Krankheitserreger sind hierbei Pathogene verschiedenen
Ursprungs, und zwar Viren, Bakterien, Pilze oder Parasiten. Diese konnen zunichst durch das
angeborene Immunsystem erkannt und liber dessen Effektormechanismen wie beispielsweise
die Phagozytose von Pathogenen teilweise kontrolliert werden. Die Erkennung von
Pathogenen erfolgt dabei iiber charakteristische konservierte molekulare Merkmale (PAMPs,
pathogen associated molecular patterns) durch entsprechende Rezeptoren (PRR, pattern
recognition  receptors) (1). Spiater werden die Pathogene spezifisch {iber

Effektormechanismen des adaptiven Immunsystems bekdmpft.

1.1.1 Das adaptive Inmunsystem

Die spezifische Pathogenabwehr des adaptiven Immunsystems wird von T- und B-Zellen
vermittelt. T-Zellen erkennen Peptide, die in der Wirtszelle prozessierten Proteinen des
Pathogens entstammen, im Komplex mit den wirtseigenen sogenannten MHC-Molekiilen auf
der Wirtszelloberflache. Sie sind wesentlich an der Vermittlung der zelluliren Immunitét
beteiligt. B-Zellen dagegen erkennen nativ vorliegendes Antigen und sind in threr Spezifitat
nicht auf Proteine beschrinkt, sondern konnen auch z.B. Kohlenhydratstrukturen erkennen.
Sie vermitteln die humorale Immunitdt. In einer adaptiven Immunantwort werden auch
langlebige Gedachtniszellen gebildet, die noch Jahre nach einer Infektion persistieren und bei

erneutem Antigenkontakt eine schnelle Immunreaktion vermitteln (2).

1.1.2 T-Zellen

Die Erkennung eines Pathogens durch T-Zellen erfolgt iiber die Bindung ihres T-Zell-
Rezeptors (TZR) an die MHC-Molekiile einer anderen Zelle. Jede T-Zelle exprimiert dabei
Rezeptoren nur einer einzigen Spezifitit. Die in einem Individuum vorliegende hohe
Diversitit verschiedener TZR-Spezifititen ermdglicht die Erkennung einer Vielzahl von aus

Pathogenen stammenden Peptiden im Komplex mit MHC-Molekiilen. Es gibt zwei Subtypen
1
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klassischer MHC-Molekiile, MHC-Klasse I und MHC-Klasse II. MHC-I Molekiile liegen im
Komplex mit im Zytosol generierten Peptiden vor und binden neben ihrer Bindung an den
TZR ebenfalls an den auf T-Zellen exprimierten Korezeptor CDS8. Diese Art der Prasentation
ist fiir die Bekdmpfung von im Zytosol vorliegenden Pathogenen wie Viren von Bedeutung.
T-Zellen, die kein CD8 exprimieren, exprimieren den Korezeptor CD4, welcher an MHC-II
Molekiile bindet. Da MHC-II Molekiile im lysosomalen Kompartiment mit Peptiden beladen
werden, erkennen CD4 " T-Zellen nicht zytosolische, sondern durch Phagozytose
aufgenommene Antigene.

Die initiale Bindung an einen zum TZR passenden Peptid-MHC-Komplex findet in
sekundiren lymphatischen Organen wie den Lymphknoten oder der Milz bei Kontakt mit
einer antigenprasentierenden Zelle (APZ) statt. Die besten APZ sind dendritische Zellen (DZ),
es konnen aber auch Makrophagen und B-Zellen als APZ fungieren. Damit es nicht zur
Aktivierung von T-Zellen in Abwesenheit einer Infektion kommt, miissen APZ durch
Erkennung eines Pathogens iiber einen PRR aktiviert werden. Durch die Bindung an einen
PRR kommt es weiterhin zur Reifung der APZ, die nun verstirkt die kostimulatorischen
Molekiile CD80 und CD86 exprimieren, die an das auf T-Zellen befindliche Molekiil CD28
binden. Die Bindung an kostimulatorische Molekiile ist ein essentieller Schritt bei der
Aktivierung von T-Zellen, und eine Bindung des TZR an Peptid-MHC in Abwesenheit dieser
Signale fiihrt zur Anergie von T-Zellen. Die T-Zell-Aktivierung fiihrt zur klonalen Expansion
der T-Zellen und ihrer Differenzierung in Effektorzellen (2).

CD4" T-Zellen differenzieren zu T-Helferzellen (Ty) aus, wobei je nach dem durch die APZ
generierten Zytokinmilieu verschiedene Subtypen entstehen. Die am besten charakterisierten
Subtypen sind hierbei Tyl und Ty2. Tyl und T2 Zellen liefern B-Zellen kostimulatorische
Signale, wobei je nach T-Zell-Subtyp bevorzugt verschiedene Isotypen von Antikorpern
gebildet werden. Tyl Zellen konnen zusétzlich infizierte Makrophagen aktivieren, was eine
Zerstorung der Pathogene begiinstigt. Interessanterweise bendtigen auch CD8™ T-Zell-
Antworten oft die Hilfe von CD4" T-Helferzellen, besonders wenn die Immunantwort des
angeborenen Immunsystems nicht sehr stark ist. Dies kann sowohl durch die Sekretion von
Zytokinen als auch durch die Expression von CD40L auf aktivierten T-Helferzellen bewirkt
werden. Dabei wirken die Zytokine direkt auf die CD8" T-Zellen, wihrend die Expression
von CD40L durch Interaktion mit CD40 auf APZ zu einer effizienteren Stimulation von CD8"
T-Zellen durch die APZ fiihrt (2).
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CDS8" T-Zellen differenzieren zu zytotoxischen T-Zellen aus und bekidmpfen Pathogene in
infizierten Wirtszellen. Dabei konnen sie eine direkte zytotoxische Wirkung tiiber die
Molekiile FasL, TRAIL (Tumor Necrosis Factor related apoptosis inducing ligand), TNFa
(Tumornekrosefaktor a), Perforin und Granzyme entfalten, die in der infizierten Wirtszelle
die Apoptose auslosen (3). Des Weiteren ist eine Wirkung iiber Zytokine wie IFNy
(Interferon y) moglich. IFNy induziert eine Hochregulation von MHC-I auf Wirtszellen, was
eine erhohte Dichte antigenen Materials auf der Oberfldache dieser Zellen bewirkt und somit
eine erhohte Wahrscheinlichkeit fiir die Erkennung infizierter Zellen durch antigenspezifische
CDS8" T-Zellen bedingt. Zusitzlich kénnen sowohl IFNy als auch TNFa zur Aktivierung von
Zellen beitragen, indem sie in diesen die Produktion von toxischen Substanzen wie
Stickstoffmonoxid (NO) auslosen. Ein weiterer Effektormechanismus von CD8" T-Zellen ist
die Sekretion von Chemokinen, die zur Rekrutierung anderer Zellen wie Makrophagen und

Neutrophilen fiihrt (4).

1.1.3 B-Zellen

B-Zellen spielen bei der adaptiven Immunantwort hauptsachlich als antikdrperproduzierende
Zellen eine Rolle, konnen aber auch als APZ agieren und exprimieren PRR. Des Weiteren
sind sie fiir die Organisation von lymphoiden Organen wichtig (5). Ebenso wie bei den
T-Zellen erfolgt die spezifische Aktivierung von B-Zellen tliber ihren Antigenrezeptor, den
B-Zell-Rezeptor, der ein membranstdndiges Antikorpermolekiil darstellt. Jede B-Zelle hat nur
eine Spezifitit, durch die hohe Anzahl von B-Zellen ist aber in einem Individuum eine hohe
Diversitit an Antigenspezifititen vorhanden. Die Aktivierung hat die Proliferation und
Differenzierung von B-Zellen sowie die Sekretion 16slichen Antikorpers zur Folge, der iiber

verschiedene Effektormechanismen eine humorale Immunitét vermittelt (2).

Neben den klassischen B2 B-Zellen, welche eine hohe Rezeptordiversitit aufweisen und nach
Antigenbindung und T-Zell-Hilfe Klassenwechsel, Affinititsreifung und Differenzierung
durchlaufen kdnnen, gibt es weitere B-Zell-Subtypen. Dies sind B1 B-Zellen, Marginalzonen-
B-Zellen und regulatorisch wirkende B-Zellen. B1 B-Zellen entstehen in der Ontogenese
frither als B2 B-Zellen und sekretieren, ebenso wie Marginalzonen-B-Zellen, natiirliche IgM
Antikorper limitierter Diversitit. Marginalzonen-B-Zellen befinden sich hauptsichlich in der

Nihe des marginalen Sinus in der Milz, wihrend B1 B-Zellen im Peritoneum und der Pleura

3
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zu finden sind. Regulatorisch wirkende B-Zellen konnen in verschiedene Subklassen unterteilt
werden und koénnen Immunantworten durch die Produktion von IL-10 negativ modulieren (2,

6).

1.1.4 B- und T-Zell-Interaktionen

Bei einer Immunantwort konnen sich T- und B-Zellen wechselseitig beeinflussen (Abb. 1.1).
Die Interaktion von B- und T-Zellen ist insbesondere fiir die Produktion von Antikérpern bei
T-Zell-abhédngigen AntikOrperantworten von Bedeutung. Dabei liefern die T-Zellen den
B-Zellen Signale zur Proliferation, Differenzierung, der Affinititsreifung und dem
Klassenwechsel. Die Affinitéitsreifung ist das Ergebnis der somatischen Hypermutation. Die
somatische Hypermutation fiihrt durch Mutationen in der fiir die Antigenbindungsstelle von
Antikdrpern  kodierenden DNA und den daraus resultierenden Anderungen der
Aminosduresequenz zur Generierung von AntikOrpern einer hoheren Affinitét. Bei allen
genannten Prozessen spielt die Expression von CD40L auf aktivierten T-Helferzellen und von
CDA40 auf B-Zellen eine Rolle. Die Bindung von CD40L an CD40 bewirkt unter anderem eine
Induktion der Expression des Enzyms AID (activation induced deaminase), welches fiir die
somatische Hypermutation und den Klassenwechsel benétigt wird. Von den T-Helferzellen
sekretierte Zytokine sind ebenfalls wichtig fiir die Stimulierung der B-Zellen. Hierbei

bestimmt das generierte Zytokinmilieu auch die produzierten Antikorperklassen (2).

Es ist auch die Beeinflussung von T-Zell-Antworten durch B-Zellen bekannt. Dies ist z. B.
durch eine Funktion von B-Zellen als APZ zu erkldren. So sind B-Zellen fiir die Induktion
einer optimalen T-Zell-Immunitit in einem Melanom-Modell wichtig, was dadurch erkennbar
ist, dass bei Depletion von B-Zellen durch einen anti-CD20 Antikdrper die Induktion
zytokinproduzierender CD4" und CD8" T-Zellen verringert wird (7). Die Funktion von
B-Zellen als APZ kann durch Targeting von Antigenen an spezifisch auf B-Zellen exprimierte
Molekiile gezielt zur Induktion von T-Zell-Antworten verwendet werden, wie durch die
Induktion einer CD4" und CD8" T-Zell-Antwort beim Targeting von Antigen an CD19
gezeigt wurde (8). Auch indirekte Effekte iiber sekretierte Antikorper sind denkbar. So wurde
in einem Modell der Vakzinierung gegen Leishmanien die Wirkung von natiirlichen
Antikdrpern als Adjuvantien fiir CD8" T-Zell-Antworten festgestellt (9). Des Weiteren konnte

bei der rheumatoiden Arthritis eine Korrelation zwischen dem IgM Rheumafaktor und der
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Zahl von CD8" Memory-T-Zellen beobachtet werden (10). Durch die Expression von IL-15
konnten B-Zellen die Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen steigern (11). Eine negative
Beeinflussung von T-Zell-Antworten durch IL-10 produzierende regulatorisch wirkende

B-Zellen ist ebenfalls bekannt (12).

T-Helferzelle

Zytokine (z.B. IL-4) naturliches

D40 IgM

Zytokinrezeptor
m & T CD8 *T-Zell-Antwort @

Proliferation, Differenzierung, A —_— T CD8 * Zytotoxizitat @

Klassenwechsel und Affinitatsreifung IL-15
D
» 00
Aktivierung von T-Zellen durch
B-Zelle T-Zelle antigenprasentierende B-Zellen
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Abb. 1.1: Beispiele fiir wechselseitige Interaktionen von B- und T-Zellen bei der Immunantwort

(A) T-Helferzellen geben B-Zellen Signale, die Proliferation, Differenzierung, Affinititsreifung und
Klassenwechsel fordern. Dabei sind Interaktionen zwischen MHC-II auf der B-Zelle und dem TZR sowie
zwischen CD40 auf der B-Zelle und CD40L auf der T-Zelle wichtig. Auch von der T-Zelle sekretierte Zytokine
spielen eine Rolle.

(B) Regulatorisch wirkende, IL-10 produzierende B-Zellen (B,.,) inhibieren T-Zell-Antworten.

(C) B-Zellen présentieren Antigene an T-Zellen und aktivieren diese durch Bereitstellung kostimulatorischer
Signale.

(D) B-Zellen produzieren Molekiile wie IL-15 oder natiirliches IgM, die T-Zell-Antworten beeinflussen.
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1.1.5 Antikorper und ihre Rezeptoren bei der Immunantwort

Antikorper konnen spezifisch und hochaffin an Pathogene oder an von diesen generierte
Molekiile binden. Sie kdnnen neutralisierend wirken, indem sie z.B. die Bindung von viralen
Proteinen an Wirtszellrezeptoren oder die Funktion von Toxinen blockieren. Weitere
Effektorfunktionen werden durch die Bindung an Fc-Rezeptoren und deren Kreuzvernetzung
mit dadurch ausgeloster intrazelluldrer Signaltransduktion ermoglicht. Die bewirkten
Effektorfunktionen sind vom Isotyp des entsprechenden Antikorpers abhédngig. Der erste in
einer Immunantwort gebildete Antikorper ist IgM. Der Einfluss von IgM Antikérpern im
Vergleich zu anderen Isotypen nimmt oft im Laufe einer Immunantwort ab. Neben IgM gibt
es noch die Isotypen IgG, IgD, IgA und IgE, wobei IgD nur in membrangebundener Form auf
B-Zellen vorliegt und keine Rolle bei der humoralen Immunantwort spielt. [gG wirkt sowohl
als Aktivator des Komplementsystems als auch als opsonisierender Antikorper, der durch
Bindung an entsprechende Fc-Rezeptoren die Phagozytose durch Makrophagen und
Neutrophile auslost. Des Weiteren 16st die Bindung von IgG an den FcyRIIIA auf NK-Zellen
(natiirliche Killerzellen) die Antikorper-abhédngige Zell-vermittelte Zytotoxizitit aus. IgA
spielt durch seine Sekretion in die Schleimhiute insbesondere eine Rolle bei der mukosalen
Immunitédt. IgE bewirkt durch Bindung an den hochaffinen FceRI auf Mastzellen deren

Degranulation, was in Hypersensitivititsreaktionen von Bedeutung ist (2).

1.1.6 IgM und IgM Fc-Rezeptoren

IgM Antikorper, die eine Spezifitét fiir Selbst- und Fremdantigene aufweisen, werden selbst
bei Abwesenheit einer Infektion produziert. Diese auch als natiirliche Antikorper
bezeichneten IgM Antikorper sind durch eine geringe Affinitit und hohe Kreuzreaktivitat
gekennzeichnet. Die Produktion erfolgt durch B-1 oder Marginalzonen-B-Zellen.

Bei einer Infektion vermittelt antigenspezifisches IgM vor allem zu Beginn einen humoralen
Schutz, wenn andere Isotypen noch nicht gebildet wurden. Trotz seiner relativ geringen
Affinitét ist auch IgM zu einer guten Bindung an Antigen fdhig, da die Aviditdt durch sein
Vorliegen als multimeres Molekiil stark erhoht wird. Seine Wirkung entfaltet I[gM durch seine
Bindung an IgM-Fc-Rezeptoren, die Neutralisierung von Pathogenen oder deren Toxinen
sowie iiber eine Aktivierung des Komplementsystems (Abb. 1.2). Die Aktivierung des

Komplementsystems durch IgM hat die Phagozytose von mit Komplementfragmenten
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opsonisierten Pathogenen durch Bindung an Komplementrezeptoren phagozytischer Zellen

oder auch eine Komplement-vermittelte Lyse von Mikroben zur Folge (2).

Es sind drei IgM Fc-Rezeptoren bekannt, der Fcapu-Rezeptor (FcapR), der polylg-Rezeptor
(pIgR) und der Fcu-Rezeptor (FcuR). Dabei weist nur der FcuR eine ausschlieBliche
Bindungsspezifitét fiir [gM auf (13). Der FcouR sowie der pIgR hingegen binden ebenfalls an
IgA. Der plgR transportiert Antikdrper durch epitheliale Zellen hindurch in das intestinale
Lumen sowie in die Muttermilch. Dieser Transport wird iiber Bindung an die an IgA und
IgM gebundene J-Kette vermittelt (14). Der FcapR ist ein phagozytischer Rezeptor (15), der
hauptsdchlich von follikuldren dendritischen Zellen (FDZ), aber auch B-Zellen und

Makrophagen exprimiert wird.

Das Molekiil Toso, das auch Faim3 genannt wird, wurde kiirzlich als Rezeptor fiir IgM
identifiziert (13, 16) und wird daher nun zumeist als FcuR bezeichnet. Seine Funktion im
Immunsystem ist bisher nur unzureichend charakterisiert. Der FcuR ist ein
Transmembranprotein. Seine Struktur ist gekennzeichnet durch eine extrazelluldre Ig-like
Domine, die eine Homologie zu der des FcapR und pIgR aufweist. Der zytoplasmatische Teil
des FcuR enthélt Tyrosin- und Serinreste, welche bei bei Aktivierung phosphoryliert werden
konnen (16). Das Gen des FcpuR liegt auf Chromosom 1 in Ndhe zu den Genen des FcauR
und des plgR. Die Bindung an IgM fiihrt zur Internalisierung des FcuR und des gebundenen
IgMs (17).

Der FcuR wird von humanen B-, T- und NK-Zellen exprimiert. In Mausen dagegen ist die
Expression des FcuR hauptsdchlich auf B-Zellen beschriankt (13, 16, 18). Es wurde ebenfalls
eine Expression auf dem angeborenen Immunsystem zugehorigen Zellen wie Makrophagen
und Granulozyten beschrieben, die aber umstritten ist (19-21). Die Expression von FcuR ist
besonders stark auf reifen B-Zellen und wird in der Keimzentrumsreaktion verringert (18, 22).
Bei der humanen chronischen lymphatischen Leukdmie, einer malignen Erkrankung, die in
der westlichen Welt die hiufigste Leukdmieform darstellt, ist der FcuR iiberexprimiert (23,
24). In Patienten mit dieser Erkrankung kommt es zudem zur Expression grolerer Mengen
einer 16slichen Form des FcuR, die in gesunden Spendern kaum oder gar nicht detektierbar ist

(25).
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Die Funktion des FcuR wurde urspriinglich augrund der Beobachtung einer inhibitorischen
Wirkung auf die Fas-vermittelte T-Zell-Apoptose als antiapoptotisch beschrieben (26). In
neueren Studien wird der Einfluss von FcuR auf die Apoptose von Zellen kontrovers
diskutiert (21, 27-31). Die Expression von FcuR hat Einfluss auf die Aktivierung und
Funktion von B-Zellen. So ist die Expression von FcuR forderlich fiir das Uberleben und die
Proliferation von B-Zellen (22). Die Produktion von Antikdrpern bei der Immunisierung mit
thymusabhingigen Antigenen und die Keimzentrumsreaktion in FcpuR ko Maéusen ist
beeintrachtigt. Dies spricht fiir eine Beteiligung von FcuR an der von IgM vermittelten
Verstirkung humoraler Immunantworten (22). AuBlerdem ist die Zusammensetzung des
B-Zell-Kompartiments in FcuR ko Méusen verdndert (18, 21, 22). So ist in der Milz von
FcuR ko Maéusen die Frequenz von Marginalzonen-B-Zellen vermindert, wéhrend die
Frequenz von B1 B-Zellen erhoht ist (18). Die Gesamtanzahl von B- und T-Zellen in der Milz
von wt und FcuR ko Méusen ist jedoch nicht unterschiedlich (18).
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Abb. 1.2: IgM-vermittelte Effekte bei der Imnmunantwort
(A) Das Komplementprotein C1q bindet an IgM und 16st die Komplementkaskade aus.

(B) Die Neutralisierung von Partikeln wie Viren oder Toxinen blockiert deren Infektiositit bzw. schidliche
Wirkung.

(C) Natiirliches IgM wirkt stimulatorisch auf vakzineinduzierte CD8" T-Zell-Antworten.

(D) Die Bindung an den FcpuR auf B-Zellen fordert deren Proliferation und Uberleben.

(E) Die Bindung an den pIgR bedingt den Transport durch Epithelzellen ins mukosale Lumen, z.B. in der
Lamina propria des Darmes.

(F) Die Bindung an den FcapR bedingt die Phagozytose.
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1.2 Malaria

Die Malaria ist mit weltweit etwa 250 Millionen Féllen pro Jahr eine der am weitesten
verbreiteten Infektionserkrankungen und tritt hauptsiachlich in den Tropen und Subtropen auf.
Es gibt 5 Erreger, die Menschen infizieren kdnnen, Plasmodium falciparum, Plasmodium
vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae und Plasmodium knowlesi. Hierbei ist der
Erreger Plasmodium falciparum am gefahrlichsten und verursacht die meisten der fast
1 Millionen Todesfille jahrlich, die vorwiegend in Afrika auftreten (WHO, 2010). Hiufige

Todesursachen sind Andmie und zerebrale Malaria (ZM).

1.2.1 Der Lebenszyklus von Plasmodium

Der Lebenszyklus von Plasmodium (Abb. 1.3) wird durch die Blutmahlzeit einer mit
Plasmodium infizierten Anopheles-Miicke eingeleitet, bei der Sporozoiten auf den Wirt
iibertragen werden. In diesem findet der asexuelle Teil des Lebenszyklus des Parasiten statt.
Die Sporozoiten wandern mit dem Blutstrom in die Leber und initiieren durch die Infektion
von Hepatozyten die Leberphase der Krankheit, wobei sie zundchst mehrere Hepatozyten
durchwandern, bevor sie in ihrer Zielzelle verbleiben (32). Dort repliziert der Parasit in einem
als exoerythrozytire Schizogonie bezeichneten Prozess und setzt je nach Erreger nach einigen
Tagen bis wenigen Wochen mehrere zehntausend Merozoiten pro infiziertem Hepatozyten ins
Blut frei. Im Falle einer Infektion mit Plasmodium ovale und Plasmodium vivax kann es
jedoch auch zu einem Ruhestadium in der Leberphase kommen, in dem der Parasit als
Hypnozoit in der Leber verbleibt und noch Jahre spéter in die Blutphase iibergehen kann.

In der Blutphase infizieren die Merozoiten Erythrozyten, in denen sie sich in der
membranbegrenzten, sogenannten parasitophoren Vakuole befinden. Nun kommt es zur
erythrozytiren Schizogonie. Hierbei findet zunédchst das Trophozoitenstadium statt, zu dessen
Beginn der Parasit eine ringformige Morphologie aufweist. Der Trophozoit erndhrt sich
vorwiegend von Glukose und Himoglobin. Am Ende des Trophozoitenstadiums wird nach
mehreren Teilungsschritten ein Schizont gebildet. Jeder reife Schizont enthilt etwa
20 Merozoiten, die beim Platzen des Erythrozyten ins Blut freigesetzt werden und weitere
Erythrozyten infizieren konnen. Die synchronisierte Freisetzung von Merozoiten, die je nach
Erreger alle 2-3 Tage geschieht, ist verantwortlich fiir die auftretenden Fieberschiibe, die
durch die Produktion von Zytokinen wie TNFa bedingt sind. Es kommt es ebenfalls zur

Bildung von Gametozyten aus einigen der Merozoiten. Diese werden bei einer weiteren
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Blutmabhlzeit einer Anopheles-Miicke aufgenommen und ermdoglichen den sexuellen Teil ihres
Lebenszyklus in der Miicke durch Verschmelzung der aus den Gametozyten enstehenden
Gameten zur Zygote und weitere Entwicklungsschritte. Es kommt darauthin zur Produktion
von Sporozoiten, die in die Speicheldriisen der Miicke einwandern und bei der néchsten

Blutmabhlzeit einen neuen Wirt infizieren kénnen (33, 34).
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Abb. 1.3 Der Lebenszyklus von Plasmodium

Beim Stich einer mit Plasmodium infizierten weiblichen Anopheles-Miicke werden infektidse Sporozoiten
iibertragen, die iiber das Blut in die Leber gelangen und dort Hepatozyten infizieren. Im humanen Wirt wird der
asexuelle Zyklus durchlaufen (Schizogonie). Die Replikation in Hepatozyten fiihrt zur Bildung eines Schizonten
und schlieBlich zur Abschniirung von Merozoiten enthaltenden Merosomen beim Ubergang in die Blutphase.
Freigesetzte Merozoiten infizieren Erythrozyten und reifen i{iber das Trophozoitenstadium zum Schizonten
heran. Beim Platzen der infizierten Erythrozyten werden Merozoiten freigesetzt, die erneut Erythrozyten
infizieren konnen. Bei der erythrozytiren Vermehrung entstehen auBerdem Gametozyten, die bei einer
Blutmahlzeit in die Anopheles-Miicke gelangen konnen, in der der sexuelle Zyklus durchlaufen wird
(Sporogonie). Hierbei entsteht im Miickendarm eine Zygote, aus der nach weiteren Entwicklungsschritten neue
Sporozoiten gebildet werden, die in die Speicheldriisen einwandern und bei einer weiteren Blutmahlzeit in einen
neuen humanen Wirt gelangen kdnnen.
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1.2.2 Immunantwort gegen Plasmodien und Pathologie

Nach der Inokulation von Sporozoiten in die Haut des Wirts erfolgt die Initiierung einer
Immunantwort, bei der CD8" T-Zellen in den die Haut drainierenden Lymphknoten aktiviert
werden (35). Die Aktivierung von CD8" T-Zellen ist fiir den Erwerb einer Immunitit in der
Leberphase essentiell (36). Dabei sind sowohl direkt zytotoxische Perforin-vermittelte
Effektormechanismen, als auch die Produktion von IFNy und TNFa von Bedeutung fiir den
Schutz durch CD8" T-Zellen, wobei der Schutz durch Perforin vom Plasmodium-Stamm
abhéngig ist (37-39). Die durch die Zytokinproduktion bedingte Schutzwirkung wird zum Teil
iiber eine Induktion der induzierbaren Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) in Hepatozyten

vermittelt, wobei das entstehende NO antiparasitir wirkt (37, 40, 41).

Perforin MHC-I mit
Plasmodium- wirtseigenem Peptid
spezifische ® TNFa

CD8* T-Zelle ® IFNy MHC-I mit
Plasmodium-Peptid
‘ .
o0 Plasmodium-

'R spezifischer T-Zell-
Rezeptor

-
infizierter nicht infizierter
Hepatozyt Hepatozyt

Abb. 1.4: Effektormechanismen von CD8" T-Zellen in der Leberphase der Plasmodium-Infektion

CD8" T-Zellen erkennen ihr Antigen im Komplex mit MHC-I auf Hepatozyten und konnen ihre antiparasitire
Wirkung in einer Infektion iiber die Sekretion des zytotoxischen Molekiils Perforin und iiber die Sekretion der
Zytokine IFNy und TNFa entfalten.

Ein Problem bei der Immunantwort gegen die Leberphase bei der Infektion eines naiven
Individuums ist, dass eine Immunantwort durch CD8" T-Zellen oft erst dann voll wirksam
werden kann, wenn der Parasit die Leber bereits verlassen hat und in die Blutphase
iibergegangen ist. Selbst bei einer erneuten Infektion muss die Anzahl der zuvor induzierten
CDS8" T-Zellen sehr hoch sein, damit innerhalb der Leberphase alle infizierten Hepatozyten

erkannt und die Parasiten erfolgreich bekdmpft werden konnen. Des Weiteren kommt
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erschwerend hinzu, dass es sich bei der Leber um ein Organ handelt, in dem Immunantworten
in der Regel supprimiert werden.

In der Blutphase der Infektion werden andere Antigene exprimiert als in der Leberphase,
zudem ist eine Schutzwirkung durch CD8" T-Zellen nicht méglich, weil infizierte
Erythrozyten der Erkennung durch CD8" T-Zellen durch das generelle Fehlen der Expression
von MHC-I Molekiilen entgehen. Einen weiteren Schutzmechanismus des Parasiten vor dem
Immunsystem des Wirts stellt das Verlassen der Leber in von Leberzellen stammenden
Vesikeln, den Merosomen dar, da freie Merozoiten von phagozytischen Zellen in der Leber

phagozytiert werden (42, 43).

Eine Erkennung des Parasiten durch das angeborene Immunsystem in der Blutphase erfolgt
u.a. tber die Bindung von Molekiillen des Parasiten an auf Zellen des angeborenen
Immunsystems befindliche Toll-like-Rezeptoren (TLR). So ist das Plasmodium
Glykosylphosphatidylinositol (GPI) ein Ligand fiir TLR2 und in geringerem Ausmal auch fiir
TLR4 (44). Das beim Abbau von Hidmoglobin entstehende Himozoin bzw. an Hdmozoin
gebundene Nukleinsduren sind ein Ligand fiir TLR9 (45). Die Aktivierung von TLR hat die
Produktion von Zytokinen wie TNFa und IFNy sowie von NO zur Folge. Dies ist fiir einen
protektiven Effekt wichtig, jedoch fiihrt eine iiberméfBige Produktion der genannten Molekiile

zu einer Pathologie.

DZ prisentieren T-Zellen Antigene und induzieren so CD4" und CD8" T-Zell-Antworten.
Dabei spielen CD4" T-Zellen als T-Helferzellen bei der Antikorperproduktion eine Rolle und
sind somit an der Vermittlung eines Schutzes beteiligt. Ein eindrucksvoller Beweis fiir die
schiitzende Wirkung von Antikorpern ist der Befund, dass der Transfer von IgG von zuvor
mit Malaria infizierten Erwachsenen in infizierte Kinder mit hohen Parasitdmien zu einer
schnellen Reduktion der Parasitimie fiihrt (34, 46). Die Induktion einer Antikérperantwort
kann auch erkldren, warum in Erwachsenen durch wiederholte Infektionen in
Endemiegebieten oft eine Semi-Immunitdt entsteht. Diese Semi-Immunitit ist durch eine
geringe Parasitdmie und Symptomatik ausgezeichnet. Besonders Kinder bis zu einem Alter
von 5 Jahren sind jedoch gefdhrdet, eine schwere Malaria zu entwickeln. Das Auftreten einer
schweren Malaria bei Kindern ist u.a. mit einer verminderten Antikorperantwort im Vergleich

zu an unkomplizierter Malaria erkrankten Kindern assoziiert (47).
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CD4" T-Zellen konnen neben ihrer schiitzenden Funktion als T-Helferzellen auch eine Rolle
bei der Entstehung der zerebralen Pathologie spielen. Hierbei bedingt die IFNy-Produktion
der CD4" T-Zellen die Akkumulation von CD8" T-Zellen im Gehirn und trigt so zur
zerebralen Symptomatik bei (48).

Die Entwicklung der ZM ist eine schwerwiegende Komplikation der Infektion mit
Plasmodium falciparum im Menschen. Im entsprechenden Mausmodell der Erkrankung, der
Infektion mit Plasmodium berghei ANKA (PbA) in den suszeptiblen C57BL/6 Méusen, tritt
ebenfalls eine zerebrale Pathologie, die EZM (experimentelle zerebrale Malaria) auf. Mit dem
Auftreten zerebraler Symptome werden zusétzlich zu der Sequestration infizierter
Erythrozyten an das vaskuldre Endothel, wodurch deren Entfernung in der Milz verhindert
wird, CD8" T-Zellen im Hirn in Verbindung gebracht. Die Beteiligung von CD8" T-Zellen an
der Entwicklung einer Pathologie ist dadurch belegt, dass die Abwesenheit von CD8"
T-Zellen einen Schutz vor dieser Symptomatik vermitteln kann (49). CD8" T-Zellen erkennen
dabei ihr Antigen auf Endothelzellen im Gehirn und tragen durch Granzym B und Perforin
involvierende Mechanismen zur Entwicklung der zerebralen Pathologie bei (50, 51). IFNy als
weiteres Effektormolekiil von CD8" T-Zellen kann zwar die verstirkte Expression von
MHC-I Molekiilen auf Hirnendothelzellen bewirken und dadurch potentiell eine CD8" T-Zell-
Antwort verstirken, jedoch ist die Expression von IFNy durch CDS8" T-Zellen nicht
notwendig fiir die Entwicklung der zerebralen Symptomatik (51, 52).

IgM bei der Malaria-Infektion

Es konnte gezeigt werden, dass bei Plasmodium falciparum die Bindung von IgM an
Erythrozyten mit der Formierung von Erythrozyten-Rosetten sowie mit der Schwere der
Malaria assoziiert ist (53). I[gM kann iiber seinen Fc-Teil an auf der Oberfldche von infizierten
Erythrozyten befindliche Varianten des Proteins PfEMP1 (Plasmodium falciparum
erythrocyte membrane protein 1) binden. Es wurde dariiber spekuliert, dass durch diese
Bindung die Interaktion des gebundenen IgMs mit Wirtsproteinen beeinflusst werden konnte,
wie z.B. dem Komplementprotein C1q oder dem FcuR. Des Weiteren wurde diskutiert, dass
die bei der Infektion mit Plasmodium falciparum beobachtete polyklonale B-Zell-Aktivierung
durch eine verdnderte Interaktion von IgM mit dem FcuR bedingt sein konnte (54).

Bei der experimentellen Vakzinierung gegen Malaria wurde festgestellt, dass

antigenspezifisches IgM als Adjuvanz fiir eine schiitzende [gG-Antwort wirken kann (55).
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1.2.3 Bekimpfung der Malaria

Die Bekdmpfung der Malaria ist grundséatzlich durch die Behandlung mit gegen Plasmodium
wirksamen Medikamenten, eine Impfung sowie eine Bekdmpfung des Vektors mdglich.

Fir die Vektorbekdmpfung werden sowohl mit Insektiziden behandelte Bettnetze als auch
insektizide Sprays verwendet. Problematisch ist hier allerdings die Entwicklung von
Resistenzen gegen die verwendeten Insektizide (34).

Die Entwicklung von Resistenzen ist auch bei der medikamentdsen Behandlung von Malaria
von Bedeutung. So verbreiteten sich gegen das sehr hdufig eingesetzte synthetisch hergestellte
Medikament Chloroquin Resistenzen. Die Wirkung von Chloroquin beruht auf der Storung
der Bildung des Malariapigments Hédmozoin. Die Bildung von Hémozoin schiitzt den
Parasiten vor beim Abbau von Hidmoglobin entstehenden und fiir den Parasiten toxischen
Molekiilen. Nach dem Auftreten von Chloroquinresistenzen haben sich Artimisinin-basierte
Kombinationstherapien gegen Malaria etabliert. Artemisinin schadigt den Parasiten durch die
Bildung von Radikalen. Trotz einer schnellen Eliminierung der Parasiten kommt es zu einer
Mortalitdt von 15-20 % bei ZM und metabolischer Azidose. Auflerdem sind in Asien bereits
Artemisininresistenzen aufgetreten, sodass auch diese Therapie keine zufriedenstellende
Dauerlosung bietet (56).

Aufgrund von Schwierigkeiten bei der Vektorbekdmpfung und der medikamentdsen
Behandlung der Malaria ist die Entwicklung eines Impfstoffes nach wie vor von groflem

Interesse.

Malaria-Vakzinierungen

Eine Vakzinierung bietet die Mdglichkeit des Schutzes vor einer Infektion mit einem
Pathogen durch die Induktion einer Immunantwort bereits vor dem Erstkontakt, bzw. in
weiter gefassten Anwendungen die Verstirkung von Immunantworten bei bereits bestehenden
Erkrankungen wie in der Tumortherapie. Der Schutz einer Vakzinierung basiert auf der
Induktion einer adaptiven Immunantwort und kann iiber T-Zellen und/oder iiber
antikorperproduzierende B-Zellen vermittelt werden. Wichtig fiir einen langfristigen Schutz
ist dabei die Induktion antigenspezifischer Memory-Zellen. In der Regel werden fiir eine
erfolgreiche Vakzinierung Adjuvantien bendtigt, die zusitzlich zu dem die Immunantwort

inititerenden Antigen verabreicht werden, um die PRR des angeborenen Immunsystems zu
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aktivieren die fiir die Generierung einer adaptiven Immunantwort wichtige Kostimulation zu
ermoglichen (2).

Die Entwicklung einer effektiven Malaria-Vakzine ist trotz intensiver Forschung bisher nicht
gelungen. Entwickelte Ansétze richten sich gegen die Leberphase, die Blutphase oder gegen

eine Transmissions des Erregers.

Impfstoffe gegen die Leberphase sind besonders interessant, da es in dieser Phase noch zu
keinen Krankheitssymptomen kommt und die Antigene in der Leberphase nicht variabel sind.
Schon frith wurde festgestellt, dass bestrahlte Sporozoiten einen Schutz gegen eine Malaria-
Infektion vermitteln konnen (57). Eine weitere Mdglichkeit bei der Immunisierung mit
Sporozoiten ist deren genetische Attenuierung (58, 59). Fiir die Vermittlung eines Schutzes
bei der Immunisierung mit Sporozoiten sind CD8" T-Zellen essentiell (36). Wihrend die
Immunisierung mit Sporozoiten den Vorteil bietet, dass eine Immunantwort gegen diverse
Antigene initiiert wird, besteht der Nachteil in der Schwierigkeit, ausreichende Mengen von
Sporozoiten fiir Massenimpfungen bereitzustellen. Eine Alternative hierzu besteht in einer
gezielten Immunisierung gegen Leberphasenantigene.

Ein sehr gut charakterisiertes Leberphasenantigen ist das Circumsporozoitenprotein (CSP),
welches in seiner adhdsiven Konformation fiir die Invasion von Hepatozyten bendtigt wird
(60). Das CSP ist immunogen, wie aus der Generierung CSP-spezifischer T-Zellen und
Antikorper hervorgeht. Die Immunisierung gegen CSP wird auch bei der RTS,S Vakzine
angewendet, welche in den klinischen Studien sehr weit fortgeschritten ist. Bei der RTS,S
Vakzine wird das Hepatitis B surface antigen (HBsAg) verwendet, welches zu 25 % mit dem
C-terminalen Teil des CSP fusioniert ist. Der C-terminale Teil des CSP enthélt dabei sowohl
B- als auch T-Zell-Epitope. Die Schutzwirkung der RTS,S Vakzine ist allerdings moderat und
betrdgt oft nur etwa 50 %, wie beispielsweise in einer Studie bei afrikanischen Kindern im

Alter zwischen 5 und 17 Monaten (34, 61).

In der Blutphase konnen besonders Plasmodium-spezifische Antikorper wichtige
antiparasitdre Mechanismen vermitteln. Mogliche Wirkmechanismen sind hierbei die
Blockade der Interaktion von infizierten Erythrozyten mit Endothelzellen, die Opsonisierung
und Zerstdorung von Merozoiten und infizierten Erythrozyten durch phagozytische Zellen
sowie die Neutralisierung von proinflammatorisch wirkenden Plasmodium-spezifischen
Molekiilen wie GPI. Problematisch bei der Suche nach moglichen Zielantigenen zur
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Entwicklung einer Blutphasenvakzine ist, dass diese oft eine hohe Variabilitét besitzen. So ist
z.B. das Protein PfEMP1 ein potentieller Kandidat fiir die Entwicklung einer
Blutphasenvakzine. PFEMP1 wird auf der Oberflache infizierter Erythrozyten exprimiert und
ist an ihrer Sequestration an das Endothel beteiligt. Die hohe Variabilitdt von PfEMP1 ist
durch seine Kodierung durch mindestens 60 var Gene bedingt und wird zusétzlich durch
zwischen verschiedenen Klonen auftretende Polymorphismen erhoht. Daher kann der Parasit
bei der Erkennung eines PfEMP1 Proteins durch das Immunsystem durch die Verwendung
anderer PfEMP1 Varianten der gegen das urspriinglich exprimierte Molekiil gerichteten

Immunantwort entgehen (34).

Transmissionsblockierende Impfstoffe sollen die Parasitenentwicklung iiber einen
antikdrpervermittelten Mechanismus im Miickendarm blockieren und werden in einer
natlirlichen Infektion gebildet. Problematisch ist jedoch, dass ein transmissionsblockierender
Impfstoff allein den geimpften Trdger nicht vor einer Infektion schiitzt, sondern nur eine
Ubertragung auf andere Individuen verhindert. AuBerdem miissen die Antikdrper im Blut

einen sehr hohen Titer erreichen, um ihre Wirkung zu vermitteln (34).
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Die Adenylatzyklase von Bordetella pertussis als Vakzine-Carrier

Bordetella pertussis, ein gram-negatives Bakterium, ist der Erreger des Keuchhustens, einer
Atemwegsinfektion, welche besonders fiir nicht vakzinierte Kinder gefdhrlich ist.
Kennzeichnend fiir B. pertussis ist die Produktion von Toxinen, z.B. der Adenylatzyklase
(ACT).

Die ACT wird von B. pertussis sekretiert, bindet an ihre Zielzellen und transloziert
anschlielend ihre katalytische Doméne ins Wirtszellzytosol. Zwar konnen viele verschiedene
Zelltypen befallen werden, jedoch transloziert die ACT vorwiegend in CD11b/CDI18
exprimierende Zellen (62). CD11b/CD18 exprimierende Zellen sind APZ wie myeloide DZ
und Makrophagen, aber auch NK-Zellen und Neutrophile. Durch die Translokation der ACT
in ihre Zielzellen wird eine negative Modulation der Immunantwort des Wirtes ermoglicht.
Dabei spielt sowohl die Induktion der Apoptose in den Zielzellen als auch eine Inhibierung
deren immunologischer Effektorfunktionen eine Rolle. So induziert ACT die Apoptose von
Makrophagen (63) und fiihrt zur Inhibition von Chemotaxis und Superoxid-Produktion (64).
Diese Effekte werden durch die von der ACT nach Aktivierung durch in der Wirtszelle
befindliches Calmodulin katalysierte Umsetzung von ATP zu cAMP (64) vermittelt.

Die ACT ist durch die Translokation ihrer zytoplasmatischen Doméne ins Zytosol von APZ
und damit in den MHC-I Présentationsweg in der Lage, in Vakzinen als Antigentrager zur
Induktion von CD8" T-Zell-Antworten zu fungieren. Dabei wird eine detoxifizierte Variante
des Proteins eingesetzt, welche die gewiinschten Epitope in der translozierten Domine tragt.
Insbesondere ein Einsatz dieses Vakzine-Carriers in heterologen Prime/Boost-
Immunisierungen hat sich als wirkungsvoll erwiesen, z.B. bei der Induktion CSP-spezifischer
CDS8" T-Zellen bei der murinen Malaria (65, 66) sowie bei der Immuntherapie HPV16

induzierter Tumore (67).
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, wie sich die Applikation von anti-FcuR
Antikérpern auf CD8" T-Zell-Antworten auswirkt. Der an IgM bindende FcpR ist in Miusen
auf B-Zellen stark exprimiert (13). Es ist bekannt, dass B-Zellen fiir die Induktion von T-Zell-
Antworten von Bedeutung sind und natiirliche Antikdrper als Adjuvantien fiir CD8" T-Zell-
Antworten wirken (9). Daher sollte geklart werden, ob iiber den FcuR vermittelte Signale die
Stiirke einer CD8" T-Zell-Antwort beeinflussen kénnen.

Als Modelle zur Untersuchung der CD8" T-Zell-Antwort wurden die experimentelle Malaria-
Vakzinierung und -Infektion ausgewéhlt. Bei der Vakzinierung gegen die Leberphase der
Malaria vermitteln CD8" T-Zellen einen Schutz, indem sie die Parasiten in infizierten
Hepatozyten bekdmpfen. Die Vakzinierung der Maiuse sollte mit dem Vakzine-Carrier
Adenylatzyklasetoxoid (ACT) erfolgen. Dieser induziert je nach verwendetem Konstrukt fiir
das in der Leberphase exprimierte Circumsporozoitenprotein (CSP) oder fiir das
Modellantigen Ovalbumin spezifische CD8" T-Zellen. Die CD8"  T-Zell-Antwort sollte
mittels einer MHC-I Multimerfarbung sowie einer Analyse der Zytokinproduktion verfolgt
werden. Des Weiteren sollte die Effizienz der Vakzinierung durch die Bestimmung der
Parasitenlast nach der Infektion vakzinierter Méuse analysiert werden. Nachfolgend sollte
durch die Verwendung B-Zell-defizienter Méuse untersucht werden, ob die den FcuR stark
exprimierenden B-Zellen fiir beobachtete Effekte verantwortlich sein konnten. Auferdem
sollte bestimmt werden, welche Rolle der FcuR bei der Infektion mit Plasmodium berghei
ANKA spielt, bei der CD8" T-Zellen maBgeblich fiir die Ausprigung einer zerebralen

Pathologie verantwortlich sind.
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2.1 Laborger:iite

Analysenwaage

CO;-Inkubator

Durchflusszytometer ,,Accuri C6*
Durchflusszytometer ,,F ACSCalibur*
Durchflusszytometer ,,LSRIIT*
Mikroskop ,,Axiostar plus”
Mikroskop ,,Wilovert 30*
Nano-Drop 2000c

PCR Maschine ,,Corbett RG6000”

Pipetten
Pistill

Sterile Arbeitsbank ,,Lamin Air HB 2448

Wasserbad

Zentrifuge ,,Centrifuge 5415 R*
Zentrifuge ,,Centrifuge 5810 R*
Zentrifuge ,,J2-HS Centrifuge*

Satorius AG, Gottingen
Heraeus Instruments, Hanau
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Zeiss, Oberkochen

hund WETZLAR, Wetzlar
Thermo Scientific, Waltham, USA
Qiagen, Hilden

Gilson, Middleton, USA
Eppendorf, Hamburg
Heraeus Instruments, Hanau
Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Beckman Coulter, Krefeld
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2.2 Glas- und Plastikwaren

Cell Strainer ,,Falcon* BD Biosciences, Heidelberg

Einmal-Injektionskaniilen (0,4 x 20 mm)  Braun, Melsungen

Einwegpipetten (5 und 10 mL) Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf Reaktionsgefiale (1,5 und 2 mL) Eppendorf, Hamburg

FACS-Rohrchen Sarstedt, Niimbrecht

Glaspipetten Brand, Wertheim

Neubauer-Zahlkammer Brand, Wertheim

Petrischale Sarstedt, Niimbrecht

Pipettenspitzen Greiner bio-one, Frickenhausen und Sarstedt,
Niimbrecht

Spritzen (5 und 10 mL) Braun, Melsungen

Sterilfilter (0,22 um, Stericup & Steritop) Millipore, Schwalbach

Sterilfilter ,,Filtropur* (0,45 pm) Sarstedt, Niimbrecht

Zellkulturplatten 96-Well Greiner bio-one, Frickenhausen

Zentrifugenréhrchen (15 und 50 mL) Sarstedt, Niimbrecht

2.3 Chemikalien

Die benutzten Chemikalien stammen, sofern nicht anders deklariert, von den Firmen Merck

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

2.4 Materialien fiir molekularbiologische Arbeiten

Die Randomprimer stammen von Invitrogen (Darmstadt), die anderen benutzten Primer

stammen von TIB Molbiol (Berlin).

Primer Sequenz

Pb 18S rRNA forward GGATGTATTCGCTTTATTTAATGCTT
Pb 18S rRNA revers CACGCGTGCAGCCTAGTAT

Maus GAPDH forward GGGTGTGAACCACGAGAAAT

Maus GAPDH revers CCTTCCACAATGCCAAAGTT
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2.5 Enzyme und Puffer fiir molekularbiologische Arbeiten

Ampuwa Fresenius Kabi, Bad Homburg
dNTPs Thermo Scientific, Waltham, USA
5x Reaction Buffer for RT Thermo Scientific, Waltham, USA

Revert Aid H minus reverse Transkriptase Thermo Scientific, Waltham, USA
Maxima Sybr Green qPCR Mastermix Thermo Scientific, Waltham, USA

2.6 Material fiir zellbiologische Arbeiten

Collagenase A Roche, Mannheim
DNasel Roche, Mannheim

EasySep Negative Selection Mouse B cell Stem Cell Technologies, Grenoble, Frankreich
Enrichment Kit

EDTA Probenréhrchen Kabe, Niimbrecht-Elsenroth
Fc-Block BNI, Hamburg
Fixierungsreagenz ,,BD Cytofix/Cytoperm* BD Biosciences, Heidelberg
Fotales Kilberserum (FCS) PAA, Pasching, Osterreich
Gentamycin-Losung PAA, Pasching, Osterreich
Golgi-Stop BD Biosciences, Heidelberg
Incidin Liquid Ecolab, Diisseldorf
L-Glutamin PAA, Pasching, Osterreich
Monensin Biolegend, San Diego, USA
NycoPrep Universal Axis-Shield, Oslo, Norwegen
Peptid CSP245-253 (SYIPSAEKI) Proimmune, Oxford, UK
Peptid OV Ajs7.264 (SIINFEKL) MWG-Biotech AG, Ebersberg
Percoll GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Permeabilisierungsreagenz BD Biosciences, Heidelberg
,,.BD Perm/Wash*
RPMI 1640 (ohne L-Glutamin) PAA, Pasching, Osterreich
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2.7 Kulturmedium, Puffer und Reagenzien fiir zellbiologische Arbeiten

Medium
500 mL
25 mL

S mL
2,5 mL

RPMI 1640

FCS

L-Glutamin (200 mM)
Gentamycin (10 mg/mL)

10 x PBS (Phosphate Buffered Saline)

80 g
2g
144 g

24¢

ad 1L dH,O
pH 7.4

Percoll A

Natriumchlorid (NaCl)
Kaliumchlorid (KCI)
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na,HPO,)
Kaliumdihydrogenphosphat
(KH,POy4)

78 % Percoll-Stammldsung

22 % 1 x PBS

80 % Percoll

80 % Percoll-Stammldsung

20 % Medium

Percoll-Stammlosung

90% Percoll
10% 10 x PBS

Erythrozytenlysepuffer

10% 0,1 M Tris-HCI (pH 7,5)
90 % 0,16 M Ammoniumchlorid

FACS-Puffer

1 x PBS

1 % FCS

0,1 % Natriumazid (NaN3)

Percoll B

33 % Percoll-Stammldsung

67 % RPMI 1640

40 % Percoll

40 % Percoll-Stammldsung

60 % Medium
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2.8 Antikorper und MHC-Multimere

Fir die Durchflusszytometrie verwendete Antikorper und sekundare Detektions-Reagenzien

Spezifitat Klon Herkunft
Anti-Maus CD3 PerCP Cy5.5 145-2C11 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Maus CD4 FITC RM4-5 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Maus CD8 APC 53-6.7 Biolegend, San Diego, USA
Anti-Maus CD8 FITC 53-6.7 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Maus CD8 PE 53-6.7 Biolegend, San Diego, USA
Anti-Maus CD8 e450 53-6.7 eBioscience, San Diego, USA
Anti-Maus CD11b V450 M1/70 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Maus CD11c PE Cy7 N418 eBioscience, San Diego, USA
Anti-Maus CD19 APC 6D5 Biolegend, San Diego, USA
Anti-Maus CD19 FITC 1D3 eBioscience, San Diego, USA
Anti-Maus CD19 PE 6D5 Biolegend, San Diego, USA
Anti-Maus CD45 PerCP 30-F11 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Maus CD62L FITC MEL-14 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Maus CD86 Biotin PO3 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Maus CD86 PE GLI1 BD Biosciences, Heidelberg
Anti-Maus FcpuR Alexa 647 B68 K.-H. Lee, Borstel
Anti-Maus IFNy Alexa 488 XMG1.2 Biolegend, San Diego, USA
Anti-Maus [FNy APC XMG1.2 Biolegend, San Diego, USA
Anti-Maus IFNy PE XMG1.2 eBioscience, San Diego, USA
Anti-RIgG Alexa 647 polyklonal Jackson Immunoresearch, West
Grove, USA
Streptavidin APC Biolegend, San Diego, USA

MHC-I Multimere
MHC-I H2-K¢ CSPy45.053 Pentamer APC Prolmmune, Oxford, UK
MHC-I H2-K® OV Ajss57.064 Pentamer APC Prolmmune, Oxford, UK
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In vivo verwendete Antikorper

Spezifitit

Anti-Maus FcuR
Anti-Maus FcuR
RIgG (Isotypkontrolle)

2.9 ACT-CSP/ ACT-OVA

ACT-CSP
ACT-OVA

2.10 Miuse
Stamm

BALB/c

C57BL/6
C57BL/6 FcuR ko
C57BL/6 JHT

2.11 Parasiten

Plasmodium berghei ANKA

Klon Herkunft
A96 K.-H. Lee, Borstel
B68 K.-H. Lee, Borstel

Jackson Immunoresearch, West
Grove, USA

P. Sebo, Prag, Tschechische Republik
P. Sebo, Prag, Tschechische Republik

Herkunft

Charles River oder BNI, Hamburg

Charles River, BNI, Hamburg oder K.-H. Lee, Borstel
K.-H. Lee, Borstel oder BNI, Hamburg

BNI, Hamburg

BNI, Hamburg
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3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolation von RNA aus muriner Leber

Die Isolation von RNA aus der Leber zur Detektion von Plasmodium-RNA erfolgte
30 Stunden nach der Infektion der Méuse mit Sporozoiten. Hierzu wurden die Lebern vor
Entnahme iiber die Pfortader mit 5 mL PBS gespiilt, komplett entnommen, in Trizol gegeben
und mit einem Pistill zerkleinert. AnschlieBend wurden die Lebern in 5 mL Trizol bei -80°C
eingefroren. Nach Auftauen der Lebersuspension wurden 2,5 mL abgenommen, mit 1 mL
Chloroform versetzt, 15 Sekunden geschiittelt und dann 3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation (7000 rpm, 15 Minuten, 4°C) und das Abpipettieren
der wassrigen, RNA-haltigen Phase. Zu dieser wurden 2,5 mL Isopropanol gegeben, dann
folgte eine 10-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (7000 rpm, 10 Minuten, 4°C) wurde das Pellet mit 5 mL 75 % Ethanol
gewaschen, gevortext und abzentrifugiert (7000 rpm, 5 Minuten, 4°C). Das RNA-Pellet
wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet, in RNAse-freiem Ampuwa aufgenommen
und durch 10-miniitige Inkubation bei 55°C geldst. Die RNA-Konzentration wurde am Nano-

Drop bestimmt und die RNA bei -80°C eingefroren.

3.1.2 cDNA-Synthese

Retrovirale reverse Transkriptasen sind in der Lage, unter Verwendung von RNA als Matrix
eine komplementire cDNA zu synthetisieren. Diese Enzyme wurden fiir die Synthese von
cDNA aus der zuvor aus der Leber isolierten RNA verwendet. Als Primer wurden Random-
Primer verwendet. Zunichst wurde ein Ansatz aus je 1 ug RNA, 300 ng Randomprimern und
I uL 10 mM dNTPs mit Ampuwa auf 12 pl. Gesamtvolumen eingestellt. Dieser wurde
5 Minuten bei 65°C inkubiert, auf Eis gestellt und nun mit 8 pLL Mastermix, bestehend aus
4 uL 5x Reaction Buffer for RT, 1 uL Reverser Transkriptase und 3,5 pL. Ampuwa versetzt.
Es erfolgte eine Inkubation von 60 Minuten bei 42°C und anschliefend von 10 Minuten bei

70°C. Die cDNA wurde bei -20°C eingefroren.
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3.1.3 Quantitative Real-Time PCR

Zur Quantifizierung der Expression eines Gens mittels einer quantitativen PCR wird sowohl
eine PCR, welche spezifisch fiir das Zielgen ist, als auch eine PCR, welche spezifisch fiir ein
konstitutiv exprimiertes Referenzgen ist, durchgefiihrt. Somit wird eine Normalisierung der
Menge der exprimierten Zielgen-RNA in individuellen Proben ermoglicht. Die
Vervielfiltigung der DNA durch die PCR kann hierbei durch das bei der Interkalation des
Fluoreszenzfarbstoffes Sybr-Green in die entstehende doppelstringige DNA auftretende
Fluoreszenzsignal verfolgt werden.

In dieser Arbeit wurde die Plasmodium 18S rRNA in Relation zur RNA des Referenzgens
Maus-GAPDH quantifiziert. Dazu wurden von jeder Probe jeweils Duplikate zur Bestimmung
der GAPDH-mRNA und der Plasmodium 18S rRNA angesetzt. Pro Ansatz wurden 0,5 puL
cDNA und 9,5 uL eines Mastermixes, bestehend aus je 1uL forward- und reverse-Primern
(5 pmol/uL), 5 pL Sybr-Green Mastermix und 2,5 pL. Ampuwa eingesetzt. Der fiir die
quantitative Real-Time-PCR verwendete Temperaturverlauf wurde wie folgt gewahlt:
15 Minuten bei 95°C, 35 Wiederholungen von je 15 Sekunden bei 95°C, 20 Sekunden bei
50°C und 20 Sekunden bei 68°C und anschliefend 30 Sekunden 95°C. Die Analyse der Daten
erfolgte nach der AA Ct Methode.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Priparation von murinen Milzzellen

Die Milzen wurden aus den Méusen prépariert, in RPMI-Medium zerrieben und zum Erhalt
einer Einzelzellsuspension liber ein Zellsieb gegeben. Nach einer Zentrifugation (1200 rpm,
4°C, 5 Minuten) und dem Abnehmen des Mediums wurden die Zellen 5 Minuten mit 5 mL
Erythrozytenlysepuffer inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 10 mL Medium
abgestoppt und die Zellen wurden nach erneuter Zentrifugation in frischem Medium

aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer.

3.2.2 Priparation von murinen Lymphozyten aus der Leber

Die Lebern wurden aus den Méusen prépariert, in PBS zerrieben und zum Erhalt einer
Einzelzellsuspension iiber ein Zellsieb gegeben. Nach Zentrifugation der Zellen (1400 rpm,
4°C, 10 Minuten) wurde das PBS abgenommen und die Zellen in 5 mL 80 % Percoll
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resuspendiert. AnschlieBend erfolgte eine Uberschichtung mit 5 mL 40 % Percoll. Darauthin
erfolgte eine weitere Zentrifugation (2000 rpm, 21°C, 25 Minuten ohne Bremse) und das
Abpipettieren der Interphase des Gradienten. Diese enthélt die Leberlymphozyten und wurde
nun mit 10 mL PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen 5 Minuten mit 5 mL
Erythrozytenlysepuffer inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 10 mL PBS abgestoppt
und die Zellen wurden nach erneuter Zentrifugation in frischem Medium aufgenommen. Die
Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer.

Alternativ erfolgte die Isolation der murinen Leberlymphozyten nach Priaparation des Organs,
des Zerreibens in PBS, der Filtration durch ein Zellsieb und der Zentrifugation iiber einen
Nycoprep-Gradienten. Hierbei wurde das Zellpellet in einem Volumen von 6,5 mL,
zusammengesetzt aus 1 mL RPMI ohne Zusidtze und 5,5 mL 1:1 mit Aqua bidest
vorverdiinntem Nycoprep, aufgenommen und die Zellsuspension unter 2 mL RPMI ohne
Zusdtze geschichtet. Es erfolgte eine Zentrifugation (2500 rpm, 4°C, 20 Minuten ohne
Bremse), das Abpipettieren des Lymphozytenringes und ein zweimaliges Waschen mit je
10 mL PBS. AnschlieBend wurden die Zellen 5 min mit 5 mL Erythrozytenlysepuffer
inkubiert. Die Lyse wurde durch Zugabe von 10 mL PBS abgestoppt und die Zellen wurden
nach erneuter Zentrifugation in frischem Medium aufgenommen. Die Bestimmung der

Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer.

3.2.3 Priparation von murinen Lymphozyten aus dem Hirn

Nach Préparation des Gehirns wurde dieses mit einem Skalpell zerkleinert und mit 5 mL
RPMI-Medium mit 1 mg/ mL Collagenase und 0,1 mg/ mL DNAse I fiir 30 Minuten bei 37°C
1m Wasserbad inkubiert. Anschlielend wurde das Gehirn zerrieben, mit 10 mL PBS iiber ein
Zellsieb gegeben und zentrifugiert (1200 rpm, 4°C, 10 Minuten). Das Pellet wurde in 2,5 mL
Percoll B resuspendiert, mit 2 mL Percoll A unterschichtet und es wurde erneut zentrifugiert
(2500 rpm, 4°C, 30 Minuten ohne Bremse). Die Zellen an der Trennfliche wurden
abpipettiert und drei Mal mit je 10 mL Medium gewaschen. Nach Aufnahme der Zellen in

frischem Medium erfolgte die Bestimmung der Zellzahl in einer Neubauer-Z&hlkammer.
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3.2.4 Durchflusszytometrie

Die Analyse von Zellen mit der Durchflusszytometrie ist eine Methode, die die individuelle
Messung vieler Zellen einer Probe erméglicht. Dabei konnen die Zellen zunéchst je nach
Bedarf mit fluorochrommarkierten Antikorpern, die spezifisch an die zu analysierenden
Molekiile binden, angefdarbt werden. Nachfolgend erfolgt die durchflusszytometrische
Analyse, bei der die Zellen im Durchflusszytometer mittels Laserlichtstrahlen und
spezifischer Detektoren charakterisiert werden. Die Streuung des Lichtes gibt hierbei einen
Aufschluss iiber GroBle (Vorwiértsstreuung) und Granularitdt (Seitwértsstreuung) der Zellen.
Des Weiteren geben die nach Inkubation der Zellen mit den fluorochrommarkierten
Antikorpern gemessenen Fluoreszenzintensititen Aufschluss liber die Expressionsstirke des

zu analysierenden Molekiils.

Bei der peptidspezifischen Restimulation wurden 1-1,5x10° Zellen in RPMI-Medium fiir
5 Stunden mit jeweils 0,5 pg/ mL CSPass 53 oder 0,1 pg/ mL OVAjs;.a64 stimuliert. Die
letzten 4 Stunden der Stimulation erfolgten in der Anwesenheit von Golgi-Stop in einer 1:250
Verdiinnung oder von Monensin in einer 1:1000 Verdiinnung. Die Zellen wurden mit FACS-
Puffer gewaschen, abzentrifugiert (1500 rpm, 4°C, 7 Minuten) und anschliefend mit anti-CDS8
Antikorper gefarbt (30 Minuten, 4°C). Nach erneutem Waschen mit FACS-Puffer wurden die
Zellen mit Cytofix/Cytoperm Puffer inkubiert (15 Minuten, 4°C) und mit Perm-Wash-Puffer
gewaschen. Die Zellen wurden mit anti-IFNy Antikorper inkubiert (30 Minuten,
Raumtemperatur) und zwei Mal gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert.

Die PMA/Ionomycin Restimulation erfolgte bei einer PMA-Konzentration von 100 ng/ mL
und einer lonomycin-Konzentration von 500 ng/ mL fiir 4 Stunden in der Anwesenheit von
Golgi-Stop. Die Fiarbung der Zellen erfolgte wie fiir die peptidspezifische Restimulation
beschrieben, allerdings erfolgte die Inkubation mit dem anti-CD8 AntikOrper zusammen mit

der des anti-IFNy Antikorpers.

Bei der Multimerfirbung wurden die jeweiligen MHC-I Molekiile, H-2K“ beladen mit dem
Peptid CSP24s5 253 (SYPSAEKI) und H-2K’ beladen mit dem Peptid OV Azs7.264 (SIINFEKL),
verwendet. Nach Inkubation der Zellen mit dem Multimer (10 Minuten, Raumtemperatur)

wurden die Zellen in FACS-Puffer gewaschen und anschlieend mit anti-CD8 und anti-
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CD62L Antikorpern inkubiert (30 Minuten, 4°C) und nachfolgend durchflusszytrometrisch
analysiert.

Bei der Farbung von FcuR mit dem anti-FcuR Antikorper B68 wurden die Zellen zunichst in
Fc-Block inkubiert (15 Minuten, 4°C) und nach dem Waschen mit FACS-Puffer wurden die
Zellen mit dem direkt fluorochrommarkierten anti-FcuR B68 Antikorper sowie mit
Antikorpern gegen CD4, CDS8, CD3, CD19, CD11b und CD1l1c gefarbt (30 Minuten, 4°C).
Bei der Farbung von FcuR durch anti-FcuR A96 wurde ein nicht fluorochrommarkierter
Antikorper verwendet und es erfolgte eine Detektion mit einem fluorochrommarkierten anti-
RIgG Antikorper. Die Inkubationszeit mit dem anti-RIgG Antikérper betrug ebenfalls
30 Minuten bei 4°C.

Die Farbung von CD86 erfolgte entweder als Direktfairbung zusammen mit den Antikérpern
fiir extrazellulire Marker oder mit einem Biotin-markierten anti-CD86 Antikoérper und
nachfolgender Detektion mit Streptavidin-APC. Die Inkubation mit Streptavidin-APC erfolgte
ebenfalls fiir 30 Minuten bei 4°C.

Die Farbung von Zellen aus dem Hirn mit Antikérpern gegen CD4, CD8 und CD45 erfolgte
ebenso fiir 30 Minuten bei 4°C.

3.2.5 Aufreinigung muriner B-Zellen

Murine B-Zellen wurden aus Milzzellen unter Verwendung des Aufreinigungskits ,,EasySep
Negative Selection Mouse B cell Enrichment Kit* gemdl den Angaben des Herstellers
aufgereinigt. Die Reinheit wurde durch Féarbung der Zellen mit einem anti-CD19 Antikdrper

durchflusszytometrisch iiberpriift und lag bei 94-96 %.

3.3 Tierversuche

3.3.1 Miuse

Die Maiuse wurden in einem Alter von 7 bis 12 Wochen verwendet, auller in den
Experimenten zur Bestimmung des Einflusses der anti-FcuR Behandlung bei JHT Méusen, in
denen aus Verfiigbarkeitsgriinden Méuse im Alter von bis zu 17 Wochen verwendet wurden.

Die Totung der Méuse erfolgte durch das Einleiten von CO; in die Kéfige.
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3.3.2 Immunisierung mit ACT-CSP bzw. ACT-OVA

Fiir die 1.p. Immunisierung von BALB/c Miusen gegen das Peptid CSP245.253 (SYIPSAEKI)
von Plasmodium berghei ANKA (PbA) wurde ein ACT-CSP Konstrukt (68) (20 png/ Maus;
Ausnahme: im B-Zell-Transferversuch, s. Abb. 4.12 ca. 35 pg, aber nur bei der Rezipienten-
Kontrollmaus) verwendet. Die Immunisierung von C57BL/6 Maiusen wurde mit dem
Konstrukt ACT-OVA durchgefiihrt (30 pg/ Maus), welches das Epitop OVAjs7.264
(SIINFEKL) enthilt. In einigen Versuchen wurde den Méusen 4 Stunden vor Immunisierung
und 4 Tage nach Immunisierung je 200 pg anti-FcuR B68 Antikorper oder RIgG als
Kontrolle i.p. appliziert. 5, 7 oder 14 Tage nach Vakzinierung wurden die Méuse entweder

zur Organentnahme verwendet oder es wurden i.v. 1000 PbA Sporozoiten injiziert.

3.3.3 Infektion mit Plasmodium berghei ANKA

Fiir die Infektion von Maiusen mit PbA Sporozoiten wurden diese zundchst aus den
Speicheldriisen von Anopheles-Miicken, welche durch eine Blutmahlzeit von infizierten
BALB/c Méusen infiziert wurden, pripariert. Die Isolation der Sporozoiten erfolgte 18 bis 25
Tage nach der Infektion der Miicken. AnschlieBend wurden den Miusen je 1000 Sporozoiten
in sterilem PBS 1.v. injiziert.

Bei der Infektion mit zuvor in fliissigem Stickstoff eingefrorenen PbA Blutphaseparasiten
wurde ein Aliquot einer 1:1 Mischung des Blutes infizierter Méduse mit einer Losung aus
0,9 % NaCl, 4,6 % Sorbit und 35 % Glycerin aufgetaut, mit PBS verdiinnt und je 2x10°
infizierte Erythrozyten i.p. in die zu infizierenden Miuse injiziert.

Bei Infektion mit frisch isolierten PbA Blutphaseparasiten wurde das Blut infizierter Mause
zur Verhinderung der Gerinnung in EDTA-RO6hrchen aufgefangen und vor der Injektion in die
zu infizierenden Miuse mit PBS verdiinnt. Bei dem Survival-Experiment (s. Abb. 4.19 B)
wurden den Miusen je 2x10° infizierte Erythrozyten und bei dem Experiment zur
Bestimmung der Inzidenz zerebraler Malaria (s. Abb. 4.19 A) 5x10° infizierte Erythrozyten
1.p. injiziert.

Die Parasitimie der Mause wurde liber Blutausstriche aus dem Schwanzblut bestimmt. Diese
wurden mit Wright’s stain-Losung angefarbt. Hierzu wurden 10 Tropfen Wright’s stain-
Losung auf den Objekttrager aufgetropft und nach 2 Minuten wurden weitere 10 Tropfen
destillierten Wassers hinzugetropft. Nach weiteren 3 Minuten wurde der Objekttriger

vorsichtig mit Leitungswasser abgespiilt und nachfolgend mikroskopisch analysiert. Die
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Parasitimie 1ist der prozentuale Anteil infizierter Erythrozyten bezogen auf die
Gesamterythrozytenanzahl.

Die Identifikation von Mausen mit Symptomen zerebraler Malaria erfolgte bei Ausprigung
mindestens eines der folgenden Symptome: wackeliger Gang, Lihmungserscheinungen,
Krimpfe oder Koma. Bei dem Survival-Experiment wurden Maiuse mit sehr stark

ausgepragten Symptomen der zerebralen Malaria aus ethischen Griinden vorzeitig getotet.

3.3.4 B-Zell-Transfer

Fiir den Transfer von B-Zellen wurden aus mit ACT-CSP immunisierten und mit anti-FcuR
Antikorper oder RIgG behandelten BALB/c Méusen 5 Tage nach Vakzinierung die B-Zellen
aus den Milzzellen mit dem Kit ,,EasySep Negative Selection Mouse B cell Enrichment Kit*
aufgereinigt und anschlieBend fiir 60 Minuten mit 2 pg/ mL des Peptids CSPa45 253 bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurden nach dreimaligem Waschen der Zellen mit PBS 1,5x10°

B-Zellen den BALB/c Méusen in PBS i.v. injiziert.

3.4 Statistische Analysen
Fiir die statistische Auswertung der Experimente wurde die Software Graph Pad Prism 5
benutzt. Die Bezeichnung ns bedeutet nicht statistisch signifikant. Fir die statistische

Signifikanz wurde folgende Deklaration verwendet: p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001: ***,
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4. Ergebnisse

4.1 Die Verstarkung der Vakzinierungseffizienz durch die Applikation von

anti-FcpuR Antikorper

4.1.1 Die Verstirkung der vakzineinduzierten CDS8" T-Zell-Antwort durch die
Applikation von anti-FcuR Antikorper

Zunichst sollte untersucht werden, ob die Applikation des anti-FcuR Antikorpers B68 eine
vakzineinduzierte CD8" T-Zell-Antwort beeinflusst (Abb. 4.1 und 4.2).
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Abb. 4.1: Einfluss von anti-FcpR B68 auf die Frequenz ACT-CSP-induzierter CD8"CD62L"" T-Zellen
7 Tage nach Vakzinierung

BALB/c Méuse wurden mit ACT-CSP immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung wurde den Méusen i.p. 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG als Kontrolle injiziert. 7 Tage nach
Vakzinierung wurde die Frequenz CSP-spezifischer CD8'CD62L"°" T-Zellen mittels einer MHC-I
Multimerfirbung bestimmt. Ein reprisentatives Beispiel der MHC-I Multimerfirbung ist fiir CD8" Zellen der
Leber gezeigt (A). Die Daten der MHC-I Multimerfarbung sind fiir (B) Milz und (C) Leber dargestellt. Die
Daten wurden mit dem Student’s ¢-Test (unpaired) ausgewertet und sind als Mittelwert =+ SEM (n=5) dargestellt.
Ein représentatives Experiment von zweien ist gezeigt.
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Dazu wurden BALB/c Méuse mit ACT-CSP vakziniert. Die Méduse wurden 4 Stunden vor der
Vakzinierung sowie am Tag 4 nach der Vakzinierung i.p. mit 200 pg anti-FcuR B68
behandelt oder erhielten Ratten-IgG (RIgG) als Kontrollantikorper. Am Tag 7 nach
Vakzinierung wurde die Frequenz CSP-spezifischer CD8'CD62L"" T-Zellen ermittelt (Abb.
4.1). CD62L ist ein auf naiven T-Zellen exprimiertes Molekiil, dessen Expression nach
Aktivierung von T-Zellen herunterreguliert wird. In der Milz und der Leber war etwa eine
Verdopplung CSP-spezifischer CD8'CD62L"Y T-Zellen bei den mit anti-FcuR B68

behandelten Méusen in Vergleich zu mit RIgG behandelten Méusen zu beobachten.
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Abb. 4.2: Einfluss von anti-FcuR B68 auf die Frequenz ACT-CSP-induzierter IFNy-produzierender CD8"
T-Zellen 7 Tage nach Vakzinierung

BALB/c Méuse wurden mit ACT-CSP immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung wurde den Méusen i.p. 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG als Kontrolle injiziert. 7 Tage nach
Vakzinierung wurde die Frequenz IFNy-produzierender CD8" T-Zellen nach antigenspezifischer Restimulation
bestimmt. Ein reprisentatives Beispiel der IFNy-Farbung ist fiir CD8" T-Zellen der Milz gezeigt (A). Die Daten
der IFNy-Farbung sind fiir (B) Milz und (C) Leber dargestellt. Die Daten wurden mit dem Student’s z-Test

(unpaired) ausgewertet und sind als Mittelwert £ SEM (n=5) dargestellt. Ein repridsentatives Experiment von
zweien ist gezeigt.
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Um zu untersuchen, ob auch die IFNy-Produktion von CD8" T-Zellen nach Stimulation mit
CSP-Peptid in vakzinierten und mit anti-FcuR B68 behandelten Médusen im Vergleich zu mit
RIgG behandelten Mausen erhoht ist, wurden Zellen aus Milz und Leber antigenspezifisch
restimuliert und die IFNy-Produktion wurde durch intrazelluldre Zytokinfarbung bestimmt
(Abb. 4.2). In Milz und Leber war eine erhohte Frequenz IFNy-produzierender CD8" T-Zellen
in mit anti-FcuR B68 behandelten Maéusen feststellbar. In der Leber war dieser Effekt
ebenfalls zu beobachten, erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.

Somit verursachte die anti-FcuR B68 Applikation eine deutliche Verbesserung der CD8"
T-Zell-Antwort nach ACT-CSP-Immunisierung, was sich sowohl durch eine erhohte
Frequenz CSP MHC-I Multimer-spezifischer CD8 CD62L"" T-Zellen als auch durch eine
erhdhte Frequenz IFNy- produzierender CD8" T-Zellen nach peptidspezifischer Restimulation

zeigte.

Es sollte nachfolgend untersucht werden, ob die Applikation von anti-FcuR B68 auch eine

low

verlingerte Persistenz von vakzineinduzierten CD8 CD62L°" T-Zellen bewirkt. Dazu wurde
am Tag 14 nach Vakzinierung die Frequenz CSP-spezifischer CD8'CD62L"°Y T-Zellen in

Milz und Leber mittels einer MHC-I Multimerfarbung ermittelt (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Einfluss von anti-FcpR B68 auf die Frequenz ACT-CSP-induzierter CD8 CD62L"" T-Zellen
14 Tage nach Vakzinierung

BALB/c Méuse wurden mit ACT-CSP immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung wurde den Mausen i.p. 200 pg anti-FcpuR B68 oder RIgG als Kontrolle injiziert. 14 Tage nach
Vakzinierung wurde die Frequenz CSP-spezifischer CD8'CD62L"" T-Zellen mittels einer MHC-I
Multimerfarbung in (A) Milz und (B) Leber bestimmt. Die Daten wurden mit dem Student’s ¢-Test (unpaired)
ausgewertet und sind als Mittelwert + SEM (n=5-6) dargestellt.

Es ist erkennbar, dass die Frequenz CSP-spezifischer CD8'CD62L"Y T-Zellen am Tag 14

nach Vakzinierung im Vergleich zu Tag 7 nach Vakzinierung in Leber und Milz stark
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zuriickgegangen ist (Vergleich Abb. 4.1 B und C). Des Weiteren ist in der Milz 14 Tage nach
Vakzinierung kein Unterschied in den Frequenzen CSP-spezifischer CD8'CD62L"°Y T-Zellen
zwischen anti-FcuR B68 und RIgG behandelten Méiusen erkennbar (Abb. 4.3 A), wihrend in
der Leber in anti-FcuR B68 behandelten Méusen noch mehr CSP MHC-I Multimer-
spezifische CD8'CD62L"°" T-Zellen persistierten (Abb. 4.3 B).

Es wurde ebenfalls die IFNy-Produktion von CD8" T-Zellen nach antigenspezifischer
Restimulation 14 Tage nach Vakzinierung bestimmt (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Einfluss von anti-FcuR B68 auf die Frequenz ACT-CSP-induzierter IFNy-produzierender CD8"
T-Zellen 14 Tage nach Vakzinierung

BALB/c Méuse wurden mit ACT-CSP immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung wurde den Mausen i.p. 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG als Kontrolle injiziert. 14 Tage nach
Vakzinierung wurde die Frequenz IFNy-produzierender CD8" T-Zellen nach antigenspezifischer Restimulation
in (A) Milz und (B) Leber bestimmt. Die Daten wurden mit dem Student’s #-Test (unpaired) ausgewertet und
sind als Mittelwert = SEM (n=4-6) dargestellt.

Die IFNy-Produktion von CD8" T-Zellen war sowohl in der Milz als auch Leber anti-FcuR

B68 behandelter Méiuse erhoht, obwohl dieser Unterschied keine statistische Signifikanz

erreichte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Frequenz vakzineinduzierter CDS8"
T-Zellen 14 Tage nach Vakzinierung im Vergleich zum Zeitpunkt 7 Tage nach Vakzinierung
in beiden Gruppen stark abgenommen hatte. Zudem war der Unterschied zwischen anti-FcuR
B68 und RIgG behandelten Mausen verringert. Daher vermittelte die Applikation von anti-
FcuR B68 bei Vakzinierung zwar eine erhdhte Induktion antigenspezifischer CD8" T-Zellen

7 Tage nach der Vakzinierung, konnte jedoch nur zu einer leicht erhdhten Persistenz dieser

Zellen fuhren.
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4.1.2 Anti-FcuR Antikorper-vermittelte erhohte Funktionalitiit von vakzineinduzierten

CDS8" T-Zellen

Um zu untersuchen, ob die erhdhte Anzahl CSP-spezifischer CD8" T-Zellen nach ACT-CSP-
Immunisierung bei Applikation von anti-FcuR B68 im Vergleich zur Applikation von RIgG
einen Schutz bei einer Infektion vermitteln kann, wurden BALB/c Méuse 7 Tage nach

Vakzinierung mit Plasmodium berghei ANKA (PbA) Sporozoiten infiziert (Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Parasitimie und IFNy-Produktion CSP-spezifischer CD8" T-Zellen nach der Infektion von mit
ACT-CSP vakzinierten Miuse mit PbA Sporozoiten

BALB/c Méuse wurden mit ACT-CSP immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung wurde den Méusen i.p. 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG als Kontrolle injiziert. 7 Tage nach
Vakzinierung wurden die Mause mit 1000 PbA Sporozoiten i.v. infiziert. 7 Tage nach der Infektion wurde die
Parasitimie (A) analysiert. Die Daten sind als Mittelwert + SEM (n=7) dargestellt. Die Frequenz IFNy-
produzierender CSP-spezifischer CD8" T-Zellen nach peptidspezifischer Restimulation wurde 7 Tage nach
Infektion in (B) Milz und (C) Leber bestimmt. Die Daten wurden mit dem Student’s ¢-Test (unpaired)
ausgewertet und sind als Mittelwert + SEM (n=5) dargestellt.

In keiner der Méuse wurde eine sterile Immunitét vermittelt und auch die Parasitdamie 7 Tage
nach Infektion war nicht unterschiedlich zwischen mit anti-FcuR B68 und RIgG behandelten
Maiusen (Abb. 4.5 A).
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Es wurde zudem analysiert, ob die Frequenz IFNy-produzierender CDS8" T-Zellen nach
antigenspezifischer Restimulation bei mit anti-FcuR B68 behandelten Méusen im Vergleich
zu mit RIgG behandelten Mausen erhoht ist. Dies war sowohl in der Milz als auch in der
Leber zu beobachten (Abb. 4.5 B und C).

Dementsprechend konnte, obwohl die CSP-spezifischen CD8" T-Zellen in mit anti-FcuR B68
behandelten Miusen eine erhohte Immunantwort bei Infektion mit dem Parasiten zeigten,

kein steriler Schutz vermittelt werden.

Um zu analysieren, ob mit anti-FcuR B68 behandelte, ACT-CSP-immunisierte Méuse den
Parasiten in der Frithphase der Infektion besser bekdmpfen konnen, wurde die Parasitenlast in
der Leber 30 Stunden nach Infektion mittels quantitativer Real-Time-PCR bestimmt. Hierbei
wurde die PbA 18S rRNA in Relation zu der Maus GAPDH-mRNA quantifiziert (Abb. 4.6).
Die Parasitenlast in mit anti-FcuR B68 behandelten Miusen im Vergleich zu mit RIgG
behandelten Méusen war vermindert. Somit induzierte die Applikation von anti-FcuR B68
einen erhohten Schutz in der Frithphase der Infektion, welcher jedoch nicht ausreichend war,

um das Auftreten einer Blutphaseninfektion zu verhindern.
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Abb. 4.6: Parasitenlast in der Leber 30 Stunden nach der Infektion ACT-CSP-vakzinierter Miuse mit
PbA Sporozoiten

BALB/c Méuse wurden mit ACT-CSP immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung wurde den Méusen i.p. 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG als Kontrolle injiziert. 7 Tage nach
Vakzinierung wurden die Méuse mit 1000 PbA Sporozoiten i.v. infiziert. 30 Stunden nach der Infektion wurde
die Parasitenlast in der Leber mittels Real-Time PCR durch Quantifizierung von PbA 18S rRNA und Maus
GAPDH-mRNA analysiert. Die zusammengefassten Ergebnisse von drei unabhingigen Experimenten mit je n=3
sind gezeigt. Die Daten wurden mit dem Mann-Whitney Test analysiert und sind als Mittelwert + dem
interquartilen Bereich dargestellt.
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4.2 Die Vermittlung der Verstirkung der vakzineinduzierten CD8" T-Zell-
Antwort bei anti-FcuR Antikorper-Applikation durch B-Zellen

4.2.1 Starke Expression des FcuR in der murinen Milz nur auf B-Zellen

Um zu untersuchen, ob die erhdhte Frequenz vakzineinduzierter CD8" T-Zellen bei der anti-
FcuR-Applikation durch eine direkte Wirkung des Antikdrpers auf CD8" T-Zellen oder eine
indirekte Wirkung tliber andere Zellen vermittelt sein konnte, wurde die Expression des FcuR
auf verschiedenen Zellpopulationen in der Milz von BALB/c und C57BL/6 Méusen analysiert
(Abb. 4.7). FcuR ko Miuse wurden hierbei als Negativkontrolle verwendet.

Nur CD19" B-Zellen exprimierten den FcuR in groBeren Mengen. Die FcuR Expression auf
BALB/c B-Zellen war héher im Vergleich zu C57BL/6 B-Zellen. Im Vergleich zu CD19"
Zellen war die FcuR Expression auf CD4%, CD8", CD11c¢"¢" CD11b™, CD11b"e'ssChieh
und CD11b"€"SSC"" Zellen marginal oder nicht vorhanden und zeichnete sich nicht durch
eine deutliche Fluoreszenzintensititsverschiebung von wt Zellen im Vergleich zu FcuR ko

Zellen aus.

4.2.2 Forderung der Zytokinproduktion vakzineinduzierter CD8" T-Zellen durch
B-Zellen

Da B-Zellen die den FcuR am hdochsten exprimierende Zellpopulation darstellen, ist eine
Wirkung dieser Zellen als Mediatoren von durch die anti-FcuR Behandlung verursachten
Effekten naheliegend. Daher wurde ihre Rolle bei der ACT-Vakzinierung analysiert. Hierzu
wurden B-Zell-defiziente C57BL/6 JHT Méuse verwendet. Da ein CSP-Epitop fiir das MHC-I
Kb Allel der C57BL/6 Maiuse nicht bekannt ist, wurde die Vakzine ACT-OVA als
Modellvakzine fiir die Induktion OV A-spezifischer CD8" T-Zellen verwendet.

Um festzustellen, ob die Anwesenheit von B-Zellen einen Einfluss auf die CD8" T-Zell-
Antwort hat, wurde die Induktion OV A-spezifischer CD8" T-Zellen in JHT und C57BL/6 wt
Maiusen verglichen. Dazu wurde eine MHC-I Multimerfarbung (Abb. 4.8 A) sowie eine
peptidspezifische Restimulation von Milzzellen 7 Tage nach Vakzinierung (Abb. 4.8 B)
durchgefiihrt.
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Abb. 4.7: Expression des FcuR auf Immunzellpopulationen in der Milz

Milzzellen aus FcuR ko, C57BL/6 und BALB/c Méusen wurden mit fluorochrommarkierten Antikdrpern gegen
den FcpuR (anti-FcpR B68) sowie die Oberflichenmarker CD4, CDS8, CD3, CD19, CD11b und CD11c gefarbt
und anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. (A) Die Expression von FcuR auf CD19, CD4 und CDS
exprimierenden Zellen ist als repridsentativer Histogrammplot dargestellt. (B) Die Identifikation von
Subpopulationen CD11c und/oder CDI11b exprimierender Zellen ist dargestellt. CD3/CD19" Zellen wurden
identifiziert und die Subpopulationen CDI1c"™®", CD11b™ (mit CDI11c¢¥™), CDI11b™"SSC"" und
CD11b""SSC™™ definiert. (C) Die Expression von FcuR auf CDI11c"™® CD11b™, CD11b™€"SSCM" und
CD11b"SSC™™ Zellen ist als reprisentativer Histogrammplot dargestellt. In den Histogrammen sind jeweils
Daten dargestellt, die reprdsentativ fiir zwei unabhdngige Experimente mit FcuR ko n=2 (grau unterlegte
Graphen), C57BL/6 n=4 (schwarze Linie) und BALB/c n=4 (gestrichete Linie) sind.
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Abb. 4.8: Vergleich der ACT-OVA induzierten CD8" T-Zell Antwort in C57BL/6 wt und JHT Miusen

C57BL/6 wt und JHT Méuse wurden mit ACT-OVA immunisiert. 7 Tage nach Vakzinierung wurden die OVA-
spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz iiber eine MHC-I Multimerfirbung (A) und nach peptidspezifischer
Restimulation iiber die Produktion von IFNy (B) identifiziert. Es sind zusammengefasste Daten zweier

Experimente mit je n=3-6 bzw. naiv je n=1 gezeigt. Die Daten wurden mit dem Student’s #-Test (unpaired)
ausgewertet und sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Die Frequenz OV A-spezifischer CD8'CD62L"Y T-Zellen war in den vakzinierten C57BL/6
Miusen deutlich geringer als die Frequenz CSP-spezifischer CD8"CD62L"°" T-Zellen in mit
ACT-CSP vakzinierten BALB/c Méusen (Vergleich Abb. 4.1 B), jedoch war eine Induktion
OV A-spezifischer Zellen im Vergleich zu naiven Kontrolltieren deutlich erkennbar (Abb. 4.8
A). Die Frequenz OV A-spezifischer CD8 CD62L'" T-Zellen in JHT Méusen unterschied
sich nicht deutlich von der in C57BL/6 wt Méusen. Allerdings war in den JHT Méausen nach
peptidspezifischer Restimulation die IFNy-Produktion von CD8" T-Zellen vermindert, was

auf einen Beitrag von B-Zellen zur Zytokinsekretion vakzineinduzierter CD8" T-Zellen
hindeutet.

4.2.3 Keine Verstirkung der vakzineinduzierten CD8" T-Zell-Antwort durch anti-FcuR
Antikorper-Applikation in B-Zell-defizienten JHT Miusen

Um festzustellen, ob B-Zellen bei der Vakzinierung fiir die erhohte Induktion von
antigenspezifischen CD8" T-Zellen bei der anti-FcuR-Applikation verantwortlich sind, wurde
der Effekt der anti-FcuR Antikorperbehandlung bei Vakzinierung von JHT Méusen
untersucht (Abb. 4.9).

Die Applikation von anti-FcuR B68 fiihrte in JHT Mausen weder zu einer erhohten Frequenz
antigenspezifischer MHC-1 Multimer" CD8'CD62L" T-Zellen noch zu einer erhdhten
Frequenz IFNy-produzierender CD8" T-Zellen nach peptidspezifischer Restimulation. Im
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Gegenteil, die Applikation von anti-FcuR B68 schien die Entwicklung einer

vakzineinduzierten CD8" T-Zell-Antwort sogar zu behindern.
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Abb. 4.9: Effekt von anti-FcuR B68 in mit ACT-OVA immunisierten B-Zell-defizienten JHT Miusen

JHT Maéuse wurden mit ACT-OVA immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung erfolgte die i.p. Applikation von je 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG. 7 Tage nach Vakzinierung
wurden die OVA-spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz iiber eine MHC-I Multimerfirbung (A) und nach
peptidspezifischer Restimulation iiber die Produktion von IFNy (B) identifiziert. Es sind jeweils

zusammengefasste Daten zweier Experimente mit n=3-5 gezeigt. Die Daten wurden mit dem Student’s #-Test
(unpaired) ausgewertet und sind als Mittelwert + SEM dargestellt.

Um zu zeigen, dass die Applikation des anti-FcuR B68 Antikorpers in C57BL/6 Miausen zu
einer Verbesserung der vakzineinduzierten CD8" T-Zell-Antwort fiihrt, wurden C57BL/6 wt
Maiuse mit ACT-OVA immunisiert, mit anti-FcuR B68 bzw. RIgG behandelt und die
vakzineinduzierte CD8" T-Zell-Antwort 7 Tage nach Vakzinierung analysiert (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Effekt von anti-FcuR B68 in mit ACT-OVA immunisierten C57BL/6 wt Miusen

C57BL/6 wt Méuse wurden mit ACT-OVA immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung erfolgte die i.p. Applikation von je 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG. 7 Tage nach Vakzinierung
wurden die OVA-spezifischen CD8" T-Zellen in der Milz iiber eine MHC-I Multimerfirbung (A) und nach
peptidspezifischer Restimulation {iiber die Produktion von IFNy (B) identifiziert. Es sind jeweils
zusammengefasste Daten zweier Experimente mit n=5 gezeigt. Die Daten wurden mit dem Student’s #-Test
(unpaired) ausgewertet und sind als Mittelwert + SEM dargestellt.
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Es konnten keine Unterschiede in der Frequenz MHC-1 Multimer-spezifischer CD8'CD62L"Y
T-Zellen zwischen mit anti-FcuR B68 und mit RIgG behandelten C57BL/6 wt Maiusen
festgestellt werden (Abb. 4.10 A). Dieses Ergebnis unterscheidet sich von dem bei BALB/c
Maiusen beobachteten Effekt einer erhéhten Frequenz MHC-I Multimer-spezifischer Zellen
bei anti-FcuR B68-Applikation (Abb. 4.1 B). Dennoch konnte bei vakzinierten C57BL/6
Maiusen ebenso wie zuvor bei BALB/c Méusen bei anti-FcuR B68 Behandlung im Vergleich
zur Behandlung mit RIgG eine erhohte Frequenz IFNy-produzierender antigenspezifischer
CDS8" T-Zellen nach Restimulation festgestellt werden (Vergleich Abb. 4.10 B und Abb.
4.2 C).

Somit konnte gezeigt werden, dass die stimulatorischen Effekte der anti-FcuR B68
Applikation bei der Vakzinierung von C57BL/6 Méusen im Vergleich zu BALB/c Méusen
zwar verringert, aber dennoch nachweisbar waren. Im Gegensatz zu C57BL/6 wt Miusen
waren in den B-Zell-defizienten JHT Maéusen jedoch keinerlei stimulatorische Effekte der

Behandlung mit anti-FcuR B68 zu beobachten.

4.2.4 Erhohte Expression des Aktivierungsmarkers CD86 auf B-Zellen vakzinierter
M use bei anti-FcpR Antikorper-Applikation

B-Zellen als antigenprisentierende Zellen exprimieren das kostimulatorische Molekiil CD86,
welches zugleich einen Aktivierungsmarker darstellt. Um den Aktivierungszustand von
B-Zellen bei Applikation von anti-FcuR B68 zu untersuchen, wurde die CD86 Expression auf
B-Zellen 7 Tage nach Vakzinierung von BALB/c bzw. C57BL/6 Maiusen durchfluss-
zytometrisch bestimmt (Abb. 4.11).

Die CD86 Expression von B-Zellen der mit anti-FcuR B68 behandelten Miuse war im

Vergleich zu der CD86 Expression von B-Zellen der mit RIgG behandelten Miusen erhoht.
Dieser Effekt trat sowohl in C57BL/6 Mausen als auch in BALB/c Mausen auf.
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Abb. 4.11: Einfluss von anti-FcuR B68 auf die Expression von CD86 auf B-Zellen

BALB/c Méuse (A) oder C57BL/6 Méuse (B) wurden mit ACT-CSP bzw. ACT-OVA immunisiert. 4 Stunden
vor Immunisierung sowie 4 Tage nach Immunisierung erfolgte die i.p. Applikation von je 200 pg anti-FcuR B68
oder RIgG. 7 Tage nach Vakzinierung wurden die Milzzellen mit CD19 und CD86 Antikdrpern gefarbt und
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert Ein reprisentatives Histogramm der CD86-Expression von
CD19" Zellen bei RIgG-Applikation (grau unterlegt) und anti-FcuR B68-Applikation (schwarze durchgezogene
Linie) ist gezeigt. (A): n=3-4; (B): Die Daten sind représentativ fiir 2 Experimente mit je n=5.

4.2.5 Untergeordnete Rolle von B-Zellen als antigenprisentierende Zellen bei der

ACT-CSP Vakzinierung

Um herauszufinden, ob B-Zellen bei der ACT-Vakzinierung eine Rolle als APZ spielen und
ob eine mogliche Funktion von B-Zellen als APZ durch die anti-FcuR B68 Behandlung
beeinflusst werden kann, wurde ein B-Zell-Transferexperiment durchgefiihrt (Abb. 4.12).

Hierzu wurden B-Zellen aus vakzinierten und mit anti-FcuR B68 oder RIgG behandelten
Donormédusen am Tag 5 nach Immunisierung der Donorméduse mit ACT-CSP in
Rezipientenmause transferiert. Vor dem Zelltransfer wurden sie zundchst zusitzlich mit
CSP-Peptid inkubiert. 7 Tage nach Zelltransfer wurde die Induktion einer CSP-spezifischen
CDS8" T-Zell-Antwort in einer MHC-I Multimerfirbung (Abb. 4.12 A und B) sowie durch die
Messung der IFNy-Produktion von CD8" T-Zellen nach antigenspezifischer Stimulation in

Milz und Leber bestimmt (Abb. 4.12 C und D).
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Abb. 4.12: Die Rolle von B-Zellen als APZ bei der ACT-CSP Immunisierung

BALB/c Donorméuse wurden mit ACT-CSP immunisiert. 4 Stunden vor Immunisierung sowie 4 Tage nach
Immunisierung erfolgte die i.p. Applikation von je 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG. 5 Tage nach Vakzinierung
wurden die B-Zellen aus den Milzen der Miuse aufgereinigt und die Milzzellen der jeweiligen Gruppen
vereinigt (anti-FcuR B68 n=2, RIgG n=3). Die B-Zellen wurden zusétzlich mit CSP-Peptid inkubiert. Es wurden
je 1,5x10° B-Zellen i.v. in BALB/c Rezipientenmiuse transferiert. Eine naive Kontrollmaus erhielt PBS i.p. und
eine weitere Maus wurde i.p. mit ACT-CSP immunisiert und als Positivkontrolle verwendet. 7 Tage spéter
wurde die Frequenz CSP-spezifischer CD8" T-Zellen durch eine MHC-I Multimerfirbung in Milz (A) und Leber
(B) sowie durch die Bestimmung der IFNy-Produktion nach antigenspezifischer Restimulation in Milz (C) und
Leber (D) bestimmt. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert =+ SEM (n=3, naive Kontrolle und Positivkontrolle
n=1).

Der Transfer von B-Zellen immunisierter Mause induzierte weder in der Milz noch in der
Leber von Rezipientenmiusen die Expansion CSP-spezifischer CD8" T-Zellen, da die
Frequenzen der MHC-I Multimer" CD8'CD62L"" T-Zellen und der IFNy-produzierenden
CDS8" T-Zellen nach antigenspezifischer Restimulation im Vergleich zur Frequenz einer

naiven Maus gar nicht oder nur marginal erhoht waren.

44



4. Ergebnisse

4.3 Der Einfluss des FcuR auf die Entwicklung der experimentellen
zerebralen Malaria

4.3.1 Verstirkte CD8" T-Zell-Antwort und erhohte Inzidenz experimenteller zerebraler

Malaria bei Applikation von anti-FcuR B68

Im Modell der experimentellen zerebralen Malaria (EZM) sind CD8" T-Zellen an der
Vermittlung einer zerebralen Pathologie bei suszeptiblen C57BL/6 Maiusen maligeblich
beteiligt. Es wurde analysiert, ob die Behandlung mit anti-FcuR B68, wie fiir die ACT-
Vakzinierung gezeigt, auch in diesem Modell zu einer Verstirkung der CD8" T-Zell-Antwort
fiihrt. Die Infektion der C57BL/6 Maiuse erfolgte 1.p. mit PbA Blutphaseparasiten. Bei dieser
Infektion findet im Gegensatz zu einer Infektion mit Sporozoiten keine Leberphase statt.
Zusétzlich zur Infektion mit PbA wurde den Miusen 4 Stunden vor Infektion sowie 4 Tage

nach Infektion anti-FcuR B68 bzw. RIgG injiziert.
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Abb. 4.13: Effekt von anti-FcuR B68 auf die Akkumulation von T-Zellen im Gehirn von C57BL/6 Miusen
nach Infektion mit PbA Blutphaseparasiten
C57BL/6 Méause wurden i.p. mit PbA infiziert. 4 Stunden vor Infektion sowie 4 Tage nach Infektion erfolgte die
Applikation von je 200 ug anti-FcuR B68 oder RIgG. Am Tag des Auftretens von zerebralen Symptomen
wurden Leukozyten aus den Gehirnen isoliert und mit CD4, CD8 und CD45 Antikorpern gefdrbt, um das
Verhiltnis von T-Zellen zu Mikrogliazellen zu ermittlen. Die Identifikation von Mikrogliazellen erfolgte im
SSC/CD45 Dot-Plot. Nicht als Mikrogliazellen definierte CD4 oder CD8 exprimierende Zellen wurden
identifiziert. Eine exemplarische Abbildung ist dargestellt (A). Das Verhiltnis zwischen CD8" T-Zellen und
Mikrogliazellen (B) sowie zwischen CD4" T-Zellen und Mikrogliazellen (C) wurde ermittelt. Die Daten wurden
mit dem Student’s #-Test (unpaired) ausgewertet und sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=3-5).
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Da die EZM mit der Akkumulation von CD8" T-Zellen im Gehirn assoziiert ist, wurden CD8"
T-Zellen im Verhéltnis zu den im Hirn befindlichen Mirkogliazellen quantifiziert (Abb.
4.13 B). CD4" T-Zellen wurden mit derselben Methode quantifiziert (Abb. 4.13 C).

Die Frequenz von CD4" T-Zellen in Relation zu Mikrogliazellen unterschied sich in PbA
infizierten anti-FcuR B68 behandelten Miusen nicht von der Frequenz von CD4" T-Zellen
der mit RIgG behandelten Miuse. Die Frequenz von CD8' T-Zellen in Relation zu
Mikrogliazellen war jedoch in anti-FcuR B68 behandelten Méausen erhoht.

Die Produktion von IFNy durch aktivierte CD8" T-Zellen aus den Gehirnen PbA infizierter
Maiuse nach Restimulation mit PMA/Ionomycin wurde ermittelt (Abb. 4.14).
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Abb. 4.14: Effekt von anti-FcuR B68 auf die IFNy-Produktion von CD8" T-Zellen im Gehirn von C57BL/6
Miusen bei einer Infektion mit PbA Blutphaseparasiten

C57BL/6 Méause wurden i.p. mit PbA infiziert. 4 Stunden vor Infektion sowie 4 Tage nach Infektion erfolgte die
i.p. Applikation von je 200 pg anti-FcuR B68 oder RIgG. Am Tag des Auftretens von zerebralen Symptomen
wurden die Leukozyten aus den Gehirnen isoliert und mit PMA/Ionomycin restimuliert. AnschlieBend wurde die
IFNy-Produktion von CD8" T-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Die Daten wurden mit dem Student’s -
Test (unpaired) ausgewertet und sind als Mittelwert + SEM dargestellt (n=3-5).

Ein groBerer Anteil von CD8" T-Zellen aus Gehirnen infizierter und mit anti-FcuR B68
behandelter Miuse produzierte im Vergleich zu CD8" T-Zellen aus den Gehirnen von mit
RIgG behandelten Mausen IFNy.

Somit war in mit PbA infizierten Mausen bei anti-FcuR Behandlung nicht nur die Anzahl der
im Gehirn befindlichen CD8" T-Zellen erhoht, zudem produzierte auch ein hoherer Anteil der

CDS8" T-Zellen nach Restimulation IFNy.

Um zu analysieren, ob auch das Auftreten von EZM in mit PbA infizierten anti-FcuR B68
behandelten Méusen im Vergleich zu mit RIgG behandelten Méusen erhoht ist, wurde die

Inzidenz der EZM am Tag des ersten Auftretens von EZM Symptomen bestimmt (Abb.
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4.15 A). Im Einklang mit der erhdhten Akkumulation aktivierter CD8" T-Zellen in den
Gehirnen von mit anti-FcuR B68 behandelten Méusen zeigten diese Mause auch eine erhohte
Inzidenz zerebraler Symptome.

Um auszuschlieen, dass beobachtete Effekte durch eine unterschiedliche Konzentration
antigenen Materials verursacht werden, wurde die Parasitimie der Mause bestimmt (Abb.
4.15 B). Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Parasitimien von mit PbA
infizierten und mit anti-FcuR B68 behandelten Mdusen im Vergleich zu infizierten mit RIgG

behandelten Méusen.
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Abb. 4.15: Einfluss von anti-FcpR B68 auf die Inzidenz der EZM von C57BL/6 Miusen nach Infektion
mit PbA Blutphaseparasiten

C57BL/6 Méause wurden i.p. mit PbA infiziert. 4 Stunden vor Infektion sowie 4 Tage nach Infektion erfolgte die
Applikation von je 200 ug anti-FcuR B68 oder RIgG. Am Tag des Auftretens von zerebralen Symptomen wurde
die Inzidenz zerebraler Symptome bestimmt (A). Die Daten wurden mit dem Fisher’s exact Test ausgewertet
(n=4-5). AuBlerdem wurde die Parasitimie im Blut der Mduse ermittelt (B). Die Daten wurden mit dem Student’s
t-Test (unpaired) ausgewertet und sind als Mittelwert = SEM dargestellt (n=3-5).
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4.3.2 Verstirkte CD8" T-Zell-Antwort und erhdhte Inzidenz experimenteller zerebraler

Malaria bei Applikation von anti-FcuR A96

Der monoklonale Antikérper A96 ist wie der monoklonale Antikorper B68 ein an den FcuR
bindender Antikdrper. Um die Bindung von anti-FcuR A96 an den FcuR exprimierende
Milzzellen nachzuweisen, wurden Milzzellen von FcuR ko sowie C57BL/6 wt Méusen
zundchst mit anti-FcuR A96 und anschlieBend mit einem flurochrommarkierten anti-RIgG
Antikorper inkubiert (Abb. 4.16). Die Bindung des anti-FcuR A96 an den FcuR zeigte sich
durch die deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitit bei wt Zellen im Vergleich zu

FcuR ko Zellen.

v

FcuR

Abb. 4.16: Bindung des Antikorperklons A96 an FcuR exprimierende Milzzellen

FcuR ko Milzzellen (grau unterlegt) und C57BL/6 wt Milzzellen (schwarze durchgezogene Linie) wurden
zundchst mit anti-FcuR A96 und anschlieBend mit einem fluorochrommarkiertem anti-RIgG Antikdrper
inkubiert. Es folgte eine durchflusszytometrische Analyse der Zellen.

Um zu testen, ob anti-FcuR A96 dhnliche Effekte hervorruft wie anti-FcuR B68 wurde der
anti-FcuR Antikorper A96 im Modell der EZM eingesetzt. Dazu wurde am ersten Tag des
Auftretens zerebraler Symptome wie zuvor bei der Verwendung von anti-FcuR B68 die
Quantifizierung von T-Zellen im Gehirn und die Bestimmung der Inzidenz der EZM sowie

der Parasitimie der Méduse durchgefiihrt (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Einfluss von anti-FcuR A96 auf die Akkumulation von T-Zellen im Gehirn sowie auf die
Parasitimie und zerebrale Symptomatik von C57BL/6 Maiusen nach Infektion mit PbA
Blutphaseparasiten

C57BL/6 Méause wurden i.p. mit PbA infiziert. 4 Stunden vor Infektion sowie 4 Tage nach Infektion erfolgte die
i.p. Applikation von je 200 pg anti-FcuR A96 oder RIgG. Am Tag des Auftretens von zerebralen Symptomen
wurden die Leukozyten aus den Gehirnen isoliert und mit CD4, CD8 und CD45 Antikérpern gefarbt. Das
Verhiltnis zwischen CD8" T-Zellen und Mikrogliazellen (A) sowie zwischen CD4" T-Zellen und
Mikrogliazellen (B) wurde ermittelt. Die Daten wurden mit dem Student’s #-Test (unpaired) ausgewertet und
sind als Mittelwert = SEM dargestellt (n=4). Die Inzidenz zerebraler Symptome (C) wurde bestimmt. Die Daten
wurden mit dem Fisher’s exact Test ausgewertet (n=8-9). Die Parasitimie der Mause wurde analysiert (D). Die
Daten sind als Mittelwert = SEM dargestellt (n=10-11).

In mit PbA infizierten und mit anti-FcuR A96 behandelten Miusen war ebenso wie in mit
anti-FcuR B68 behandelten Miusen eine erhdhte Akkumulation von CD8" T-Zellen, aber
nicht von CD4" T-Zellen im Gehirn im Vergleich zu mit RIgG behandelten Miusen zu
beobachten (Abb. 4.17 A und B). Ebenso war die Inzidenz der EZM von anti-FcuR A96
behandelten Méusen im Vergleich zu Kontrolltieren, welchen RIgG appliziert wurde, erhoht
(Abb. 4.17 C). Es ergaben sich keine Unterschiede in der Parasitimie zwischen anti-FcuR
A96 und RIgG behandelten Mausen (Abb. 4.17 D).

Zusammenfassend lédsst sich festhalten, dass die Antikorper anti-FcuR A96 und anti-FcuR
B68 bei der Infektion mit PbA &hnliche Effekte zeigten. Beide bewirkten eine erhohte
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Inzidenz der EZM und eine erhohte Akkumulation von CD8" T-Zellen in den Gehirnen

infizierter Méuse.

Des Weiteren wurde ein Survival-Experiment durchgefiihrt, um die Entwicklung der
Pathologie iiber den ersten Tag der zerebralen Symptome hinaus verfolgen zu kdnnen (Abb.

4.18).
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Abb. 4.18: Auswirkung von anti-FcpR A96 auf das Survival von C57BL/6 Miusen nach Infektion mit

PbA Blutphaseparasiten
C57BL/6 Méause wurden i.p. mit PbA infiziert. 4 Stunden vor Infektion sowie 4 Tage nach Infektion erfolgte die

i.p. Applikation von je 200 pg anti-FcuR A96 oder RIgG. Das Uberleben der Miuse wurde zeitlich verfolgt. Die
statistische Analyse der Daten wurde mit dem Log-rank (Mantel-Cox) Test durchgefiihrt (n=6-7).

Mit anti-FcuR A96 behandelte Miuse zeigten ein geringeres Uberleben im Vergleich zu mit
RIgG behandelten Méusen, dieser Effekt war jedoch, moglicherweise aufgrund der geringen
Anzahl verwendeter Versuchstiere, nicht statistisch signifikant. Der beobachtete Effekt passt

zu den Beobachtungen eines vermehrten Auftretens der Symptome der EZM am ersten Tag

der auftretenden Pathologie (Abb. 4.17 C).
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4.3.3 Das Auftreten von experimenteller zerebraler Malaria in FcpR-defizienten Miiusen

Aus den Ergebnissen der anti-FcuR-Behandlung kann gefolgert werden, dass eine Modulation
der iiber FcuR vermittelten Signale die Pathologie der EZM beeinflussen konnte.
Literaturdaten legen nahe, dass FcuR-vermittelte Signale stimulatorisch wirken (27). Um
festzustellen, ob die Abwesenheit des FcuR das Auftreten der EZM beeinflusst, wurden
FcuR ko Méuse und wt Méuse mit PbA infiziert und die Inzidenz der EZM am ersten Tag des
Auftretens der EZM (Abb. 4.19 A) sowie in einem weiteren Experiment das Uberleben

verfolgt (Abb. 4.19 B). Zudem wurde die Parasitimie beider Gruppen verglichen (Abb.
4.19 C).
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Abb. 4.19: Einfluss der Defizienz des FcuR auf die zerebrale Symptomatik von CS57BL/6 Miéusen nach
Infektion mit PbA Blutphaseparasiten

C57BL/6 wt und C57BL/6 FcuR koMéause wurden i.p. mit PbA infiziert und die Inzidenz von EZM am ersten
Tag des Auftretens zerebraler Symptomatik analysiert (A). Die Daten wurden mit dem Fisher’s exact Test
ausgewertet (n=5). In einem weiteren Experiment wurde das Uberleben der Miuse wurde zeitlich verfolgt (B).
Die statistische Analyse der Daten wurde mit dem Log-rank (Mantel-Cox) Test durchgefiihrt (n=10). Die
Parasitdmie der Miuse wurde am Tag 6 nach Infektion bestimmt (n=10) (C).

Fiir die Infektion mit PbA wurden nicht wie in den vorherigen Experimenten mit der
Applikation der anti-FcuR Antikorper zuvor in fliissigem Stickstoff eingefrorene, sondern

frisch aus infizierten Méusen isolierte Blutphaseparasiten verwendet. Diese verursachen eine

hohere Inzidenz von EZM und ein fritheres Auftreten der Pathologie und scheinen damit
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geeignet, um eine mogliche Milderung von Symptomen bei FcuR ko Méusen im Vergleich zu
CS57BL/6 wt Miusen festzustellen.

Die Abwesenheit von FcuR bei der PbA-Infektion fiihrte zu einer hoheren Uberlebensrate von
60 % bei FcuR ko Méusen im Vergleich zu 30 % bei wt Kontrollmédusen. In einem weiteren
Experiment wurde am Tag des Auftretens von EZM eine Inzidenz von 60 % (3/5) bei
FcuR ko Miusen sowie von 80 % (4/5) bei wt Kontrollmasusen festgestellt. Die beobachteten
Unterschiede sind in beiden Experimenten jedoch nicht statistisch signifikant. Die Parasitdmie

zwischen wt und FcuR ko Mausen war nicht unterschiedlich.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Abwesenheit des FcuR das Auftreten von EZM nicht

verhindern konnte. Die Inzidenz der EZM war leicht, aber nicht signifikant verringert.

52



5. Diskussion

5. Diskussion

Das Immunsystem hat die Aufgabe, Pathogene zu erkennen und zu bekdmpfen. Zwar ist eine
effektive Pathogenabwehr essentiell, jedoch kommt es durch die ausgeldsten Effektor-
mechanismen oft auch zur Schiadigung von Zellen und Geweben des Wirtes. Dies ist
besonders fiir CD8" T-Zell-Antworten relevant, da CD8" T-Zellen bei Aktivierung zu
zytotoxischen T-Lymphozyten differenzieren, die infizierte Wirtszellen téten und somit ein
hohes Potential fiir die Ausldsung einer Immunpathologie besitzen.

Bei der Immunreaktion im Verlauf einer Infektion mit Plasmodium sind CD8" T-Zellen
sowohl in in der Leberphase als auch in der Blutphase von Bedeutung. Wihrend CD8"
T-Zellen in der Leberphase bei Erkennung infizierter Hepatozyten antiparasitire
Mechanismen ausiiben und damit mafgeblich fiir die Vermittlung der Immunitét sind (36),
sind sie in der Blutphase Mediatoren einer Entziindungsreaktion im Gehirn, die todlich
verlaufen kann (49). Fiir die Entwicklung von Impfstoffen oder immunregulatorischen
Medikamenten zur Behandlung von Krankheiten wie der Malaria ist ein Verstdndnis der

Prozesse, iiber die Immunzellen reguliert werden, von zentraler Bedeutung.

Die Immunantwort durch CD8" T-Zellen wird von vielfiltigen Faktoren beeinflusst. Zum
einen ist das Organ, in dem diese stattfindet, von Bedeutung. Die Leber ist beispielsweise ein
Organ, das aufgrund seiner Anatomie durch die Pfortader mit vielen Nahrungsmittelantigenen
in Kontakt kommt. Damit es nicht zu einer Aktivierung des Immunsystems durch harmlose
Nahrungsmittelantigene kommt, herrscht in der Leber ein tolerogenes Milieu, in dem eine
effiziente Induktion von T-Zell-Antworten supprimiert wird (69). Des Weiteren spielt bei
einer Infektion auch das Pathogen selbst eine Rolle (70). Aktiviert werden CD8" T-Zellen von
antigenprisentierenden Zellen (APZ) wie dendritischen Zellen (DZ), die kostimulatorische
Signale bereitstellen miissen, um eine Aktivierung der T-Zellen zu ermdglichen. Jedoch
konnen auch andere Zelltypen hierbei eine Rolle spielen. So helfen CD4" T-Zellen DZ bei der
Aktivierung von CD8" T-Zellen, insbesondere in Abwesenheit einer starken Aktivierung des
angeborenen Immunsystems. Auch B-Zellen beeinflussen die Stirke von T-Zell-Antworten
und sind z. B. fiir eine T-Zell-vermittelte Tumor-Immunitit wichtig (7). Dadurch, dass
T-Zellen Signale verschiedenen Ursprungs integrieren konnen, gestaltet sich die Regulation

von T-Zell-Antworten sehr komplex.
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Der FcuR ist ein Molekiil, das kiirzlich als Rezeptor fiir IgM identifiziert wurde (13, 16).
FcuR vermittlete Signale beeinflussen den Aktiverungszustand der FcuR exprimierenden
Zelle, wie die Proliferation und das Uberleben von B-Zellen (22). Natiirliche Antikdrper
wirken im Modell der Leishmaniose als Adjuvantien fiir vakzineinduzierte CD8" T-Zell-
Antworten (9), und der IgM Rheumafaktor bei der rheumatoiden Arthritis korreliert mit der
Anzahl von Memory CD8" T-Zellen (10). Daher ist es denkbar, dass iiber den FcuR
vermittelte Signale Einfluss auf CD8" T-Zell-Antworten haben. Dies wurde, wie im
Folgenden diskutiert, im Modell der murinen Malaria-Vakzinierung und —Infektion durch die

Applikation von anti-FcuR Antikorpern untersucht.

5.1 Die Steigerung der vakzineinduzierten CD8" T-Zell-Antwort durch die
Applikation von anti-FcpR Antikorper

Zunichst sollte der Einfluss der Applikation des Antikorpers anti-FcuR B68 bei der
experimentellen Malaria-Vakzinierung untersucht werden. Fiir die Vakzinierung wurde die
detoxifizierte Adenylatzyklase (ACT) von Bordetella pertussis als Carrier verwendet, die ein
Targeting an CD11b/CD18 exprimierende Zellen wie myeloide dendritische Zellen bedingt
(62). Der Vakzine-Carrier ACT-CSP enthilt das H-2K¢ restringierte CD8" T-Zell-Epitop des

Circumsporozoitenproteins (CSP), eines Leberphasenantigens (68).

7 Tage nach Vakzinierung von BALB/c Méusen mit ACT-CSP wurde liber eine MHC-I
Multimerfirbung die Frequenz vakzineinduzierter CSP-spezifischer CD8" T-Zellen von mit
anti-FcuR  Antikorper behandelten Méusen im Vergleich zur mit Ratten-IgG (RIgG)
behandelten Kontrollgruppe bestimmt. Diese war bei mit anti-FcuR Antikorper behandelten
Mausen in der Milz und Leber etwa verdoppelt. Zudem produzierte auch ein héherer Anteil
von CD8" T-Zellen aus den Milzen der mit anti-FcuR Antikdrper behandelten Miuse nach
antigenspezifischer Restimulation IFNy. Dieser Effekt konnte auch in der Leber beobachtet
werden, erreichte aber in diesem Organ keine statistische Signifikanz. Die vakzineinduzierte
CDS8" T-Zell-Antwort war jedoch nicht langanhaltend und schon 14 Tage nach der
Vakzinierung war die Frequenz CSP-spezifischer CD8" T-Zellen, die durch MHC-I
Multimerfarbung detektiert wurden, stark abgefallen. Dieser Effekt konnte unabhéngig davon,
ob die Méduse mit anti-FcuR Antikorper oder RIgG behandelt worden waren, sowohl in der
Milz als auch in der Leber beobachtet werden. Trotzdem wurde in den Lebern der mit anti-
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FcuR Antikorper behandelten Mause zu diesem Zeitpunkt noch eine hohere Frequenz CSP-
spezifischer CD8" T-Zellen mit einer MHC-I Multimerfirbung detektiert als in den Lebern
der mit RIgG behandelten Maiuse. Auch die IFNy-Produktion nach CSP-spezifischer
Restimulation war in den mit anti-FcuR Antikorper behandelten Mausen erhoht, dieser

Unterschied erreichte aber keine statistische Signifikanz.

In C57BL/6 Méusen fiihrte die Applikation von anti-FcuR Antikdrper im Vergleich zur
Applikation von RIgG 7 Tage nach Vakzinierung mit der Modellvakzine ACT-OVA ebenfalls
zur Bildung einer erhdhten Frequenz IFNy-produzierender CD8" T-Zellen. Die Frequenz
MHC-I Multimer-spezifischer CD8" T-Zellen war jedoch nicht erhdht. Dieser Unterschied zu
den in den BALB/c Miausen beobachteten Effekten konnte durch die geringere Expression
von FcuR auf B-Zellen von C57BL/6 Méusen im Vergleich zu B-Zellen von BALB/c Méusen
bedingt sein. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass in Médusen B-Zellen die den
FcuR am stirksten exprimierenden Zellen sind (13, 18).

Es ist auffallend, dass in C57BL/6 Maiusen, die mit ACT-OVA behandelt wurden, eine
geringere Frequenz antigenspezifischer CD8" T-Zellen als in den mit ACT-CSP vakzinierten
BALB/c Miusen induziert wurde. Dies ist moglicherweise dadurch bedingt, dass die
Aminosduren, welche die Epitope flankieren, bzw. die Position des Peptids im Vakzine-

Carrier die Antigenprisentation beeinflussen (71).

Die in vakzinierten, mit anti-FcuR Antikdrper behandelten Méiusen induzierten CDS"
T-Zellen {bten antiparasitire Funktionen aus. Dies ist durch die Verminderung der
Parasitenlast in der Leber dieser Méduse 30 Stunden nach der Infektion mit Plasmodium
berghei ANKA (PbA) Sporozoiten im Vergleich zu mit RIgG behandelten vakzinierten
Mausen ersichtlich. Jedoch wurde unabhingig davon, ob die Mduse mit RIgG oder anti-FcuR
Antikorper behandelt worden waren, kein steriler Schutz vermittelt und alle nach der
Vakzinierung mit Sporozoiten infizierten Méuse entwickelten eine Blutphasenparasitdmie.
Die Entwicklung einer sterilen Immunitit durch Vakzinierung gegen das Leberstadium ist
jedoch schwer zu erzielen, da die Infektion eines einzigen Hepatozyten durch einen
Sporozoiten bei nicht erfolgreicher Bekimpfung des Parasiten durch CD8" T-Zellen
ausreichend ist, um zehntausende Merozoiten freizusetzen.

Die Induktion von steriler Immunitéit bendtigt daher meist eine Boost-Immunisierung. Selbst
bei einer Prime/Boost-Vakzinierung mit ACT-CSP kann jedoch kein steriler Schutz
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vermittelt werden (68). Die Vermittlung eines kompletten Schutzes durch ACT-CSP gelingt
erst bei Anwendung in einer heterologen Prime/Boost-Immunisierung in Kombination mit
attenuierten Salmonellen, welche das entsprechende CD8" T-Zell-Epitop tragen (65).
Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass durch eine Antikdrper-Applikation auch in
einer homologen ACT-CSP Prime/Boost-Vakzinierung ein partieller Schutz vermittelt werden
kann. Verwendet wurde hierzu ein blockierender Antikorper gegen den Koinhibitor CTLA-4
(68). Es wire von Interesse zu untersuchen, ob im Zusammenhang mit einer Prime/Boost-
Immunisierung durch die Applikation von anti-FcuR Antikorper ebenfalls ein Schutz
vermittelt werden kann. Hierbei wire es moglich, dass im Gegensatz zur Gabe von anti-
CTLA-4 Antikorper eine Antikorpergabe bei der Prime-Immunisierung sinnvoll ist, da durch
diese Arbeit bereits ein Effekt der Gabe des Antikorpers bei der initialen Immunisierung

gezeigt wird.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass es 7 Tage nach Vakzinierung von BALB/c
Maiusen mit ACT-CSP bzw. von C57BL/6 Méusen mit ACT-OVA bei Applikation von anti-
FcuR Antikdrper zu einer verstirkten vakzineinduzierten CD8" T-Zell-Antwort im Vergleich
zu einer Applikation von RIgG kam. 14 Tage nach Vakzinierung von BALB/c Méusen war
die CD8" T-Zell-Antwort jedoch bereits stark zuriickgegangen, auch wenn die Méuse mit
anti-FcuR Antikorper behandelt worden waren. Die Applikation von anti-FcuR Antikdrper
fiihrte in vakzinierten BALB/c Miausen 30 Stunden nach einer Infektion mit PbA Sporozoiten

zu einer Senkung der Parasitenlast in der Leber, konnte aber keinen sterilen Schutz vermitteln.

5.2 B-Zellen als Mediatoren der durch die Applikation von anti-FcuR
Antikérper verstirkten vakzineinduzierten CD8" T-Zell-Antwort

In dieser Arbeit konnte durch Férbung von Milzzellen mit einem direkt
fluorochrommarkierten anti-FcuR Antikorper bestétigt werden, dass der FcuR in Mausen nur
auf B-Zellen in groBeren Mengen exprimiert wird (13, 18). Die Expression auf CD4, CDS8,
CD11b und/oder CD11c exprimierenden Zellen war, falls vorhanden, sehr gering und fiihrte
zu keiner deutlichen Fluoreszenzintensitdtsverschiebung im Vergleich zu FcuR ko Zellen.
Diese Ergebnisse stehen ebenfalls im Einklang mit Literaturdaten, obwohl die Expression von
FcuR auf Makrophagen und Granulozyten umstritten ist (19, 20). In einer Publikation wurde
ebenfalls eine Expression auf murinen CD8" T-Zellen beschrieben, die nach CD3/CD28
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Stimulation erhoht war (27). Andere Publikationen jedoch widersprechen einer Expression
des FcuR auf murinen T-Zellen und zeigen keine Induzierbarkeit seiner Expression durch
anti-CD3 Stimulation (13, 18, 30). Auf humanen T-Zellen wird der FcuR exprimiert und die
Expression von FcuR-mRNA ist bei Stimulation mit anti-CD3 Antikérper oder IL-2
verringert (29).

Das Fehlen einer deutlichen Expression des murinen FcuR auf anderen Zellen als B-Zellen
legt nahe, dass B-Zellen fiir die Vermittlung von anti-FcuR Antikorper-Effekten

verantwortlich sind.

Zur Untersuchung der Rolle von B-Zellen in dem verwendeten Vakzinierungsmodell wurde
zunichst die vakzineinduzierte CD8" T-Zell-Antwort von B-Zell-defizienten JHT und wt
CS57BL/6 Mausen verglichen. In der MHC-1 Multimerfarbung konnte kein Unterschied in der
Frequenz der vakzineinduzierten antigenspezifischen CD8" T-Zellen zwischen wt und JHT
Miusen festgestellt werden, jedoch war die Frequenz IFNy-produzierender CD8" T-Zellen
nach peptidspezifischer Restimulation in wt Méausen erhoht. Dementsprechend war die
Anwesenheit von B-Zellen bei der durch ACT vermittelten Vakzinierung nicht erforderlich
fiir die Induktion einer CD8" T-Zell-Immunantwort, jedoch unterstiitzte ihre Anwesenheit die
Zytokinproduktion. Ahnliche Beobachtungen wurden in einem viralen Modell gemacht, in
dem die Fihigkeit von CD8" T-Zellen, Zytokine zu produzieren, in B-Zell-defizienten
Miusen mit der Zeit abnahm, obwohl die Frequenz spezifischer CD8" T-Zellen, die mit einer

MHC-I Multimerfarbung detektiert wurden, vergleichbar mit wt Mausen war (72).

Es sollte weiterhin gekldrt werden, ob B-Zellen fiir die vom anti-FcuR Antikorper
vermittelten Effekte verantwortlich sind. Dazu wurde der Einfluss der anti-FcuR Antikorper-
Behandlung im Vergleich zur Behandlung mit RIgG in vakzinierten JHT Méusen untersucht.
In den mit anti-FcuR Antikorper behandelten JHT Méiusen war die Frequenz IFNy-
exprimierender CD8" T-Zellen nach antigenspezifischer Restimulation nicht erhoht. Daher
scheinen B-Zellen die Mediatoren der stimulatorischen Wirkung des anti-FcuR Antikdrpers
Zu sein.

Die Wirkung des anti-FcuR Antikorpers iiber die den FcuR exprimierenden B-Zellen scheint
aufgrund der Tatsache, dass diese Zellen die einzigen Zellen in Mausen sind, die eine starke
FcuR Expression aufweisen, sehr plausibel. Diese Hypothese wird durch die Authebung der
stimulatorischen Wirkung auf die vakzineinduzierte CD8" T-Zell-Antwort in B-Zell-
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defizienten Miusen weiter gestiitzt. Ein Problem bei der Verwendung B-Zell-defizienter
Maiuse zur Analyse des FEinflusses von B-Zellen auf Immunantworten ist jedoch eine
Involvierung von B-Zellen bei der Ausbildung der Architektur der lymphoiden Organe (5).
Die Depletion von B-Zellen durch Antikorper ist ein alternativer Ansatz, der eine normale
Entwicklung der lymphoiden Organe ermoglicht. Um einen noch umfassenderen Beweis fiir
die Involvierung von B-Zellen bei der Vermittlung der anti-FcuR Antikdrper bedingten
Effekte zu erbringen, konnten ergdnzend zu den bisherigen Studien B-Zell-
Depletionsexperimente durchgefiihrt werden, in denen der Einfluss der anti-FcuR Antikorper-

Behandlung auf B-Zell-depletierte Mause untersucht wird.

Eine Funktion von B-Zellen als APZ scheint in diesem Vakzinierungsmodell eher
unwahrscheinlich, da die Adenylatzyklase das Antigen vorwiegend in CDI11b/CDI18
exprimierende Zellen transloziert (62). CD11b/CDI18 wird von Monozyten, Makrophagen,
Granulozyten und NK-Zellen exprimiert (73), aber auch von den professionellen
antigenprasentierenden myeloiden dendritischen Zellen. In der murinen Milz exprimieren nur
wenige B-Zellen CDI11b/CD18 (74). Dass B-Zellen bei der ACT-CSP Vakzinierung
tatsdchlich nicht als wichtige APZ fungierten wurde dadurch gezeigt, dass ein Transfer von
B-Zellen aus vakzinierten Donorméusen in Rezipientenmiuse keine nennenswerte Induktion
einer spezifischen CD8" T-Zell-Antwort bewirkte.

Somit schienen B-Zellen die CD8" T-Zell-Antwort, die von anderen APZ induziert wurde, zu
beeinflussen, was zu einer erhdhten Zytokinproduktion von CDS8" T-Zellen nach

Restimulation bei wt Méusen im Vergleich zu B-Zell-defizienten Méusen fiihrte.

In vakzinierten C57BL/6 und BALB/c Maiusen, die mit anti-FcuR Antikérper behandelt
wurden, konnte eine erhohte Expression des kostimulatorischen Molekiils und
Aktivierungsmarkers CD86 im Vergleich zu mit RIgG behandelten Méiusen nachgewiesen
werden. Eine erhohte Aktivierung von B-Zellen legt agonistische Effekte des anti-FcuR
Antikorpers nahe (Abb. 5), da die Expression von FcuR die Aktivierung stimulatorischer
Signalwege, wie des Erk- und NF-kB-Signalwegs, fordern kann (27). Fiir einen anderen anti-
FcuR Antikorperklon wurden bereits stimulatorische Effekte auf B-Zellen nachgewiesen, die
sich durch eine erhdhte Proliferation und ein erhohtes Uberleben der Zellen zeigten (22). Um
zu untersuchen, ob tatsdchlich eine postulierterte agonistische Wirkung des anti-FcuR
Antikorpers auf B-Zellen stattfindet, konnte untersucht werden, ob in B-Zellen nach Zugabe
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von anti-FcuR Antikdrper Molekiile von Signalwegen, wie z.B. dem NF-kB Signalweg,
phosphoryliert werden. Die Detektion der phosphorylierten Molekiile konnte dabei durch

einen Western-Blot erfolgen.

anti-FcuR
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Abb. 5: Hypothese zur Wirkung des anti-FcuR Antikorpers bei der Vermittlung einer erhdhten
vakzineinduzierten CD8" T-Zell-Antwort

Der Vakzine-Carrier ACT-CSP transloziert das Antigen bevorzugt in CD11b/CD18 exprimierende Zellen, wie
die professionellen antigenprisentierenden myeloiden dendritischen Zellen. Diese induzieren eine CD8" T-Zell-
Antwort.

(A) In Anwesenheit des putativ agonistischen anti-FcuR Antikérpers erhalten B-Zellen stimulatorische Signale
und fordern iiber einen unbekannten Mechanismus die Generierung einer hohen Frequenz antigenspezifischer
CDS8" T-Zellen, die funktionell sind und IFNy produzieren.

(B) In Anwesenheit des unspezifischen RIgG erhalten die B-Zellen keine stimulatorischen Signale iiber den
FcuR und es entsteht eine geringere Frequenz antigenspezifischer CD8" T-Zellen.

In anderen Studien wurde ebenfalls beobachtet, dass B-Zellen stimulatorisch auf T-Zell-
Antworten wirken konnen, teilweise durch eine Funktion als APZ (7, 8, 11, 72, 75).
Allerdings gibt es auch Studien, die z.B. bei Tumorerkrankungen einen negativen Effekt von
B-Zellen auf CD8" T-Zell-Antworten zeigen (76, 77). So wurde in einer der Studien die IL-10

Produktion von B-Zellen mit einer verminderten CD8  T-Zell-Antwort in Verbindung
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gebracht (77). Um eine Wirkung des anti-FcuR Antikorpers iiber von regulatorischen
B-Zellen produziertes IL-10 auszuschlieBen, konnten B-Zell-spezifische IL-10 ko Maéuse
verwendet werden. Diese konnten vakziniert und mit anti-FcuR Antikorper oder RlgG
behandelt werden. Wenn der Effekt von anti-FcuR Antikorpern nicht auf der Beeinflussung
der IL-10 Produktion von B-Zellen beruht, sollte in B-Zell-spezifischen IL-10 ko Méusen,
dhnlich wie in wt Mausen, ein stimulatorischer Effekt der Applikation von anti-FcuR

Antikdrpern im Vergleich zur Applikation von RIgG zu beobachten sein.

Fiir die Vermittlung einer stimulatorischen Wirkung von B-Zellen auf T-Zell-Antworten sind
verschiedene Mechanismen moglich. So konnte gezeigt werden, dass B-Zellen die
Zytotoxizitit von CD8" T-Zellen durch ihre Expression von IL-15 steigern kénnen (11). In
einem Modell, in dem B-Zellen die antivirale T-Zell-Antwort forderten, wurde iiber einen
moglichen aktivierenden Einfluss der Expression des Molekiils CD70 auf B-Zellen spekuliert
(72). Es ist bekannt, dass bei der Verwendung des in dieser Arbeit benutzten ACT-CSP in
einer heterologen Prime/Boost-Immunisierung die induzierten antigenspezifischen CDS8"
T-Zellen den Liganden von CD70, CD27, stark exprimieren (66). Damit wire eine Regulation
des Aktivierungsstatus von T-Zellen iiber eine kostimulatorische Interaktion zwischen CD70
und CD27 moéglich. In weiteren Experimenten konnte untersucht werden, ob eine Behandlung
von vakzinierten Mausen mit anti-FcuR Antikorpern zu einer verstirkten Expression von
CD70 auf B-Zellen fiihrt, was eine verstirkte CD8" T-Zell-Antwort bedingen konnte.

Es konnte auBerdem durch den Transfer von Uberstinden aktivierter B-Zellen gezeigt
werden, dass von B-Zellen produzierte 16sliche Mediatoren die CD8" T-Zell-Proliferation
erhohen. Bei der Vermittlung dieses Effektes spielen offenbar Lymphotoxin und TNFa eine
Rolle, da die Zugabe von anti-Lymphotoxin und anti-TNFo Antikérpern diesen Effekt
teilweise aufheben konnte (78). Ahnliche in vitro Experimente konnten Aufschluss dariiber
geben, ob mit anti-FcuR Antikdrper behandelte B-Zellen eine T-Zell-Antwort {iber sekretierte
Zytokine beeinflussen konnen. Wenn es bei einer Inkubation von stimulierten T-Zellen mit
Uberstinden von mit anti-FcuR Antikdrper inkubierten B-Zellen zu einer erhdhten
Aktivierung der T-Zellen im Vergleich zur Zugabe von Uberstinden von mit RIgG
inkubierten B-Zellen kommt, nachweisbar z.B. iiber eine verstirkte Proliferation der T-Zellen,
konnte untersucht werden, ob dieser Effekt durch die Zugabe von zytokinblockierenden

Antikorpern aufgehoben werden kann. Alternativ wéaren Untersuchungen zur Auswirkung der
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anti-FcuR  Applikation bei vakzinierten B-Zell-spezifisch zytokindefizienten Méusen
moglich.

Falls der Einfluss des anti-FcuR Antikorpers nicht auf von B-Zellen sekretierten Zytokinen
beruht, konnte durch eine direkte Koinkubation von B- und T-Zellen untersucht werden, ob

ein durch Zell-Zell-Kontakt vermittelter Mechanismus eine Rolle spielt.

Uberraschenderweise fiihrte die Applikation von anti-FcuR Antikorper in den B-Zell-
defizienten JHT Miusen sogar zur Verminderung von IFNy-produzierenden CD8" T-Zellen
nach peptidspezifischer Restimulation. Dies konnte darauf hindeuten, dass andere Zellen als
B-Zellen, wie Makrophagen oder Granulozyten, ebenfalls durch die Applikation von anti-
FcuR Antikorper beeinflusst werden. Im Gegensatz zur Wirkung auf B-Zellen kénnten durch
die sehr geringen Expressionslevel des FcuR auf diesen Zellen jedoch antagonistische Effekte
mit inhibitorischer Wirkung ausgelost werden. Eine Expression von FcuR auf diesen Zellen
ist in der Literatur umstritten und konnte auch in dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart

werden (19, 20).

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass die Applikation des anti-FcuR Antikorpers sich
positiv auf die Generierung einer vakzineinduzierten CD8" T-Zell-Antwort auswirkte. Hierfiir
waren offenbar B-Zellen verantwortlich, die einzigen Zellen, die in Mausen den FcuR stark
exprimieren. Die Effekte des Antikorpers konnten durch eine agonistische Wirkung des
Antikorpers vermittelt werden, die eine erhohte Aktivierung der B-Zellen verursacht. Diese

unterstiitzen dann die von anderen APZ induzierte CD8" T-Zell-Antwort.

5.3 Die Rolle des FcuR bei der Entwicklung der experimentellen zerebralen
Malaria

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Applikation von anti-FcuR Antikorper eine
vakzineinduzierte CD8" T-Zell-Antwort verstirkt, sollte nun analysiert werden, ob die
Applikation von anti-FcuR Antikorper auch den Verlauf der experimentellen zerebralen
Malaria (EZM) beeinflusst. Bei der EZM sind CD8" T-Zellen fiir die Entwicklung einer
zerebralen Symptomatik mal3geblich (49). In diesem Modell findet eine Antigenprasentation

durch DZ statt, was im Modell der ACT-induzierten Vakzinierung aufgrund der CD11b/CD18
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Expression der myeloiden dendritischen Zellen ebenfalls postuliert werden kann. Dabei ist die
Prasentation von Antigen durch DZ bei der EZM entscheidend fiir die Entwicklung einer
Pathologie (79, 80). B-Zellen scheinen als APZ nicht zwingend bendtigt zu werden, da
B-Zell-defiziente Méause suszeptibel fiir die Entwicklung von EZM sind. Jedoch trat bei den
B-Zell-defizienten JHD Mausen im Vergleich zu wt Méausen eine verringerte Inzidenz der
EZM auf (49). Diese Ergebnisse schlielen eine essentielle Beteiligung von B-Zellen an der
Inititerung der EZM aus, weisen aber dennoch auf eine mdgliche Beteiligung an der
Vermittlung der Pathologie hin. B-Zellen scheinen jedoch ebenfalls eine regulatorische
Funktion bei der EZM ausiiben zu konnen, da IL-10 produzierende B-Zellen einen
mildernden Einfluss auf die Ausbildung einer Pathologie haben, in einem normalen

Infektionsverlauf reicht die Induktion jedoch nicht zur Vermeidung einer Pathologie aus (81).

Fiir die Untersuchung des Effekts von anti-FcuR Antikorpern bei der Malaria-Infektion
wurden zwei verschiedene Klone von anti-FcuR Antikorpern verwendet, die Klone B68 und
A96. Die EZM-suszeptiblen C57BL/6 Méuse wurden mit PbA Blutphaseparasiten infiziert.
Die Infektion wurde mit zuvor in fliissigem Stickstoff eingefrorenen Blutphaseparasiten
durchgefiihrt, die im Vergleich zu einer Infektion mit frisch isolierten Blutphaseparasiten
einen milderen und verspéteten Krankheitsverlauf zeigen. Da aufgrund der Ergebnisse der
Vakzinierungsexperimente eine Verschlimmerung der Pathologie bei der Applikation von
anti-FcuR Antikérper vermutet werden kann, konnte durch dieses Infektionsmodell ein
solcher Unterschied zwischen mit anti-FcuR Antikdrper behandelten Maéausen und
Kontrolltieren mdglicherweise besser dargestellt werden.

In den Gehirnen der mit anti-FcuR B68 oder anti-FcuR A96 behandelten Miuse war im
Vergleich zu denen von mit RIgG behandelten Méusen eine verstirkte Akkumulation von
CDS8" T-Zellen zu beobachten. Dieser Effekt schien spezifisch fiir CD8" T-Zellen zu sein, da
kein Unterschied zwischen der Akkumulation von CD4" T-Zellen in den Gehirnen der mit
anti-FcuR Antikorper bzw. mit RIgG behandelten Mause festgestellt wurde. Des Weiteren
wurde die IFNy-Produktion der aus den Gehirnen isolierten CD8" T-Zellen nach
Restimulation mit PMA/lonomycin bestimmt. Die Produktion von IFNy bei der Infektion ist
wesentlich fiir die Ausprdagung einer zerebralen Symptomatik, wie aus einer Studie mit [FNy
neutralisierenden Antikorpern hervorgeht (82). Dabei kann IFNy zur Hochregulation der
MHC-I Expression auf Hirnendothelzellen beitragen (52). Die Expression von IFNy durch
CDS8" T-Zellen ist aber nicht notwendig fiir die Entwicklung der EZM (51). Die IFNy
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Expression von CD8" T-Zellen, welche aus Gehirnen infizierter Miuse isoliert wurden, die
mit anti-FcuR B68 behandelt worden waren, war erhoht im Vergleich zu der von mit RIgG
behandelten Miusen. Dies weist auf eine erhdhte Aktivierung der CDS8" T-Zellen hin. Somit
fand nicht nur eine héhere Akkumulation von CD8" T-Zellen in den Gehirnen PbA infizierter
und mit anti-FcuR B68 behandelter Miuse statt, sondern die rekrutierten CD8" T-Zellen
wiesen auch einen aktivierteren Phénotyp auf.

In Ubereinstimmung mit der erhdhten Akkumulation von CD8" T-Zellen in den Gehirnen von
mit PbA infizierten Miusen, die mit anti-FcuR Antikorpern behandelt worden waren, war die
Inzidenz der EZM am Tag des initialen Auftretens der Symptomatik erhoht, was ebenfalls auf
eine verstiirkte CD8" T-Zell-Antwort hinweist. Die erhdhte Inzidenz von EZM in anti-FcpuR
A96 behandelten Mausen wurde auch in einem Survival-Experiment bestétigt, das jedoch,
moglicherweise aufgrund der geringen Anzahl der verwendeten Maiuse, keine statistisch
signifikanten Unterschiede ergab.

Die Applikation der Antikorper anti-FcpuR B68 und anti-FcuR A96 wirkte sich dagegen nicht
auf die entwickelte Parasitdmie der Méuse im Vergleich zu mit RIgG behandelten Mausen
aus. Dadurch konnen Effekte durch einen unterschiedlichen Infektionsverlauf und einer damit
einhergehenden unterschiedlichen Konzentration antigenen Materials ausgeschlossen werden.

Der Mechanismus, iiber den die anti-FcuR Antikorper zu einer verstirkten CD8" T-Zell-
Antwort im Modell der EZM fiihren, ist nicht bekannt. Basierend auf den Ergebnissen der
Vakzinierungsexperimente kann aber auch hier eine agonistische Wirkung mit

stimulatorischem Effekt auf B-Zellen angenommen werden.

Bei der Infektion von Menschen mit Plasmodium falciparum konnen natiirliche
[gM-Antikorper an infizierte Erythrozyten binden, und die Bindung von IgM korreliert mit
der Schwere einer Malaria-Erkrankung und der Bildung von Erythrozyten-Rosetten durch
Bildung von Aggregaten aus infizierten und nicht infizierten Erythrozyten (53). Es wurde
dariiber spekuliert, dass die Bindung von IgM an infizierte Erythrozyten die Interaktion des
IgM mit dem FcuR beeinflussen und zur Aktivierung von B-Zellen fiihren konnte (54). Auch
bei einer Infektion mit dem in dieser Arbeit verwendeten Parasitenstamm PbA kdnnen Méuse
parasitenspezifisches IgM bilden (83). Daher scheint es durchaus moglich, dass von IgM
Antikorpern tiber den FcuR ausgeiibte Effekte bei der Infektion von C57BL/6 Miusen mit
PbA eine Rolle spielen und diese moglicherweise die CD8" T-Zell-Antwort beeinflussen.
Dies konnte durch die vorherigen Experimente nicht ermittelt werden, da bei Verwendung
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von agonistischen Antikorpern artifizielle Signale ausgeldst werden und nicht ersichtlich ist,
ob die entsprechenden Signalwege in einer Infektion normalerweise relevant sind. Um dies
zu untersuchen, wurde die Inzidenz der EZM in FcpuR ko und wt Mausen verglichen. Dabei
wire eine verringerte Inzidenz der EZM in FcuR ko Miusen denkbar, da in diesen Méusen

keine stimulatorischen Signale durch den FcuR vermittelt werden konnen.

Die Infektion der Méuse erfolgte durch eine Frischblutinfektion, die einen schnellen Verlauf
und eine hohe Inzidenz der EZM =zeigt, da bei der Infektion mit eingefrorenen
Blutphaseparasiten, welche in wt Méusen nur eine geringe Inzidenz der EZM verursachen,
EZM mildernde Effekte des FcuR ko moglicherweise schlechter zu beobachten sind.
Zunichst konnte festgestellt werden, dass die Abwesenheit des FcuR nicht vor EZM schiitzte.
Dies ist nicht liberraschend, da B-Zellen in Miusen die einzigen Zellen sind, welche den
FcuR stark exprimieren, B-Zell-defiziente Mduse aber noch eine Suszeptibilitit fiir EZM

aufweisen (49).

Die Parasitdmie von wt und FcuR ko Méusen war nicht unterschiedlich, es zeigte sich jedoch
eine verringerte Inzidenz der EZM in FcuR ko Méusen, die aber nicht statistisch signifikant
war und aufgrund der geringen Anzahl von Méusen moglicherweise zufillig beobachtet
worden sein konnte. Um eine fundierte Aussage treffen zu konnen, werden daher weitere
Experimente bendtigt. Eine verringerte Inzidenz von EZM in FcuR ko Méusen wiirde darauf
hindeuten, dass B-Zellen bei der Malaria-Infektion iiber den FcuR stimulatorische Signale
erhalten und einen positiven Einfluss auf CD8" T-Zell-Antworten nehmen. In diesem Fall
wire es denkbar, dass bei einer Infektion mit eingefrorenen Blutphaseparasiten aufgrund des
milderen Verlaufes dieser Infektion die Entwicklung der EZM in FcuR ko Maéusen

vollstindig unterbleibt.

Zur Erbringung eines Beweises fiir die Beeinflussung von CD8" T-Zell-Antworten durch
antigenspezifisches IgM in der Malaria-Infektion konnte IgM aus PbA-infizierten
Donormiusen bzw. naiven Kontrolltieren aufgereinigt und in Rezipientenmause transferiert
werden. AnschlieBend wiirde eine Analyse der CD8" T-Zell-Antwort und der Inzidenz
zerebraler Pathologie nach Infektion der Méuse durchgefiihrt werden. Das Auftreten einer
erhohten Inzidenz der EZM bei Transfer parasitenspezifischen IgMs in wt Maiuse im
Vergleich zum Transfer unspezifischen IgMs in wt Méiuse wiirde eine Involvierung
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antigenspezifischen IgMs bei der Ausbildung von zerebralen Symptomen nahelegen. Bei
einer spezifischen Wirkung parasitenspezifischen IgMs {iber den FcuR diirfte eine
Verschlimmerung der EZM durch den Transfer von parasitenspezifischem IgM im Vergleich

zu unspezifischem IgM in FcuR ko Rezipienten nicht oder nur stark vermindert auftreten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Applikation von anti-FcuR Antikérpern
bei der Infektion mit Plasmodium berghei ANKA zu einer Verschlimmerung der zerebralen
Symptomatik fiihrte, die von einer iibermiBigen Akkumulation aktivierter CD8" T-Zellen im
Gehirn begleitet war. Basierend auf den Ergebnissen der Vakzinierungsstudien ist ein
agonistischer Effekt des anti-FcuR Antikorpers auf FcuR-exprimierende B-Zellen denkbar,
welche anschlieBend die CD8" T-Zell-Antwort beeinflussten. FcuR ko Miuse waren
suszeptibel fiir EZM und wiesen nur eine geringfligig und nicht statistisch signifikant
niedrigere Inzidenz auf, sodass iiber den FcuR vermittelte Signale bei einer Infektion
normalerweise moglicherweise eine untergeordnete Rolle fiir die Entwicklung von EZM

spielen.
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5.4 Ausblick

Die Anwendung von anti-FcuR Antikdrpern zur Steigerung einer protektiven CD8" T-Zell-
Antwort im Menschen ist grundsitzlich denkbar. Eine solche Verstirkung von CD8" T-Zell-
Antworten ist in vielen Kontexten wiinschenswert, z.B. bei Vakzinierungen oder Infektionen,
in denen CD8" T-Zellen einen Schutz vermitteln, wie z.B. bei Viruserkrankungen.

Bei dem Transfer von im Mausmodell gewonnenen immunologischen Erkenntnissen auf den
Menschen ist jedoch prinzipiell zu beachten, dass Immunreaktionen zwischen Menschen und
Maiusen nicht immer vergleichbar ablaufen. In dieser Arbeit waren die bei der anti-FcuR
Applikation beobachteten Effekte selbst bei der Verwendung verschiedener Mausstimme
unterschiedlich, da die in vakzinierten BALB/c Maiusen beobachtete erhohte Frequenz
antigenspezifischer CD8" T-Zellen in C57BL/6 Miusen nicht auftrat. In diesen Méusen kam
es nur zu der in BALB/c Méusen ebenfalls beobachteten erhéhten Zytokinproduktion von
vakzineinduzierten CD8" T-Zellen bei der Applikation von anti-FcuR Antikorper. Im Falle
einer Behandlung von Menschen mit einem anti-FcuR Antkorper wére zusétzlich zu
bedenken, dass in der Maus nur B-Zellen den FcuR stark exprimieren, im Menschen jedoch
auch T-Zellen und damit die Zielzellen einer potentiellen Behandlung eine deutliche
Expression des FcuR zeigen (16). Dadurch ist eine vollig andere Beeinflussung der
Immunreaktion moglich. Bei stimulatorischer Wirkung des applizierten Antikorpers auf den
FcuR exprimierende B- und T-Zellen wire beispielsweise die Induktion einer sehr starken
CDS8" T-Zell-Antwort denkbar. Diese konnte sich vorteilhaft auswirken und eine erhdhte
Protektion durch pathogenspezifische CDS8" T-Zellen bedingen, bei einer iiberschieBenden
Immunantwort wére aber ebenfalls das Auftreten von Immunpathologien denkbar. In diesem
Zusammenhang konnte in dieser Arbeit bereits fiir das Mausmodell der zerebralen Malaria
gezeigt werden, dass die Applikation von anti-FcuR Antikorper die Ausprdgung von
Erkrankungen, bei denen CD8" T-Zellen an der Vermittlung einer Immunpathologie beteiligt

sind, verstiarken kann.

Es wire auBerdem interessant zu untersuchen, ob starke Signale durch Bindung von IgM an
den FcpuR im natiirlichen Verlauf von Erkrankungen an der Ausprdgung von
Immunpathologien beteiligt sein konnen. In diesem Fall wire ein therapeutischer Einsatz von

den FcuR blockierenden Antikdrpern denkbar.
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7. Anhang

7.1 Zusammenfassung

Der FcuR, auch als Toso oder Faim3 bezeichnet, ist der einzige bekannte Fc-Rezeptor mit
exklusiver Spezifitit fiir [gM (13, 16). Er wird stark auf B-Zellen exprimiert, die in Mausen
den einzigen Zelltyp mit einer hohen Expression des FcuR darstellen (13, 18). FcuR
vermittelte Signale beeinflussen die B-Zell-Aktivierung. Dies wurde gezeigt durch Studien, in
denen anti-FcuR Antikoérper bzw. FcuR ko Miuse verwendet wurden und ein Effekt auf die
B-Zell-Proliferation und das Uberleben festgestellt wurde (22). Des Weiteren wurde eine
Funktion von natiirlichen Antikorpern als Adjuvantien bei der vakzineinduzierten CDS8"
T-Zell-Antwort gegen Leishmanien gezeigt (9).

In dieser Arbeit wurde ein potentieller Einfluss der Applikation von anti-FcuR Antikérpern
auf die CD8" T-Zell Antwort bei der experimentellen Malaria-Vakzinierung und —Infektion
untersucht. In dem Vakzinierungsmodell detektieren CD8" T-Zellen infizierte Hepatozyten
und iiben antiparasitire Funktionen aus, wihrend sie bei der Blutphaseninfektion eine

zerebrale Pathologie vermitteln.

Zur Vakzinierung wurde eine detoxifizierte Variante des Adenylatzyklasetoxoids verwendet,
die ein CD8" T-Zell-Epitop des Plasmodium Circumsporozoitenproteins, eines
Leberphasenantigens, enthdlt. In vakzinierten Maiusen, die mit anti-FcuR Antikorper
behandelt wurden, kam es zu einer hoheren Induktion antigenspezifischer CD8" T-Zellen als
in Kontrolltieren. Die induzierten Zellen waren funktional. Dies konnte durch die Senkung
der Parasitenlast in der Leber nach einer Infektion mit Sporozoiten bei den mit anti-FcuR
Antikorper behandelten Maiausen im Vergleich zu Kontrolltieren gezeigt werden. In
Experimenten mit B-Zell-defizienten Miusen konnte jedoch keine verstirkte CDS8" T-Zell-
Antwort bei Applikation von anti-FcuR Antikorper beobachtet werden, was darauf hinweist,
dass B-Zellen als Mediatoren des stimulatorischen Effektes fungierten. Zudem war die
Expression des Aktivierungsmarkers CD86 in mit anti-FcuR Antikorper behandelten Mausen
erhoht, was auf eine hohere Aktivierung der B-Zellen in diesen Médusen hindeutet. Diese
Ergebnisse weisen auf eine agonistische Wirkung des Antikorpers hin, da gezeigt wurde, dass

die Expression des FcuR die Aktivierung stimulatorischer intrazelluldrer Signalwege, wie die
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des NF-kB Signalwegs, mediieren kann (27). Eine direkte Funktion von B-Zellen als

antigenprasentierende Zellen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Bei der Malaria-Blutphaseninfektion der fiir die Entwicklung experimenteller zerebraler
Malaria suszeptiblen C57BL/6 Méuse mit Plasmodium berghei ANKA fiihrte die Applikation
von anti-FcuR Antikdrper zu einer Verschlimmerung der Erkrankung. Die erhohte Inzidenz
zerebraler Symptome von mit anti-FcuR Antikorper behandelten Méausen wurde von einer
erhdhten Akkumulation von CD8" T-Zellen in den Gehirnen dieser Miuse im Vergleich zu
Kontrolltieren begleitet. FcuR ko Maiause waren suszeptibel fiir die Entwicklung einer
zerebralen Pathologie. Dies zeigt, dass FcuR vermittelte Signale nicht ursdchlich an der
Entwicklung einer zerebralen Pathologie beteiligt sind, aber dennoch die Stirke einer

bestehenden Entziindung, die von CD8" T-Zellen mediiert wird, beeinflussen konnen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Applikation von anti-FcuR Antikérpern in
den Modellen der experimentellen Malaria-Vakzinierung und —Infektion zu einer verstarkten
CDS8" T-Zell-Antwort fiihrt. Das Fehlen eines stimulatorischen Effekts in B-Zell-defizienten
Maiusen zeigt, dass B-Zellen diesen Effekt vermittelten und durch den FcuR vermittelte
Signale bei der Interaktion zwischen B- und T-Zellen eine Rolle spielen. Die Ergebnisse
implizieren, dass sich die Applikation von anti-FcuR Antikorpern in anderen Infektions- und
Vakzinierungsmodellen, in denen CD8" T-Zellen fiir die Vermittlung eines Schutzes benétigt
werden, als vorteilhaft erweisen konnte.

Ein positiver Effekt der Applikation von anti-FcuR Antikérpern auf CD8" T-Zell-Antworten
im Menschen ist ebenfalls denkbar, weil auch hier eine starke Expression des FcuR auf
B-Zellen vorliegt. Eine direkte Vergleichbarkeit mit dem Mausmodell ist jedoch
moglicherweise nicht gegeben, da im Menschen der Einfluss der anti-FcuR Behandlung
aufgrund der endogenen FcuR Expression der humanen T-Zellen unterschiedlich ausfallen

konnte.
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7.2 Summary

The FcuR, also known as Toso or Faim3, is the only known exclusive Fc receptor specific for
IgM (13, 16). It is highly expressed on B cells, the only cell type in mice expressing FcuR at
high amounts (13, 18). FcuR mediated signals influence B cell activation, as studies with
FcuR ko mice or anti-FcuR antibodies indicate an influence on B cell proliferation and
survival (22). Furthermore, natural antibodies have been shown to have adjuvant function in
vaccination-induced CD8" T cell responses in the model of experimental leishmaniasis (9).

In this study, a potential influence of the application of anti-FcuR antibody on the CD8"
T cell response in experimental malaria vaccination and infection was investigated. In the
vaccination model, CD8" T cells detect infected hepatocytes and exert antiparasitic functions,

whereas they mediate cerebral pathology in the malaria blood stage infection.

For vaccination, the detoxified adenylate cyclase toxoid containing a CD8" T cell epitope of
the Plasmodium circumsporozoite protein, a liver stage antigen, was used. In vaccinated mice
treated with an anti-FcuR antibody, there was a higher induction of antigen-specific CD8"
T cells than in control animals. These cells were functional, as upon infection with
sporozoites, the liver parasite burden was reduced in anti-FcuR antibody treated mice in
comparison to control mice. However, in vaccination experiments with B cell deficient mice,
the application of anti-FcuR antibody did not enhance the induced CD8" T cell response,
suggesting that B cells acted as the mediators of the stimulatory effect on the CD8" T cell
response. The expression of the activation marker CD86 was enhanced on B cells after anti-
FcuR antibody treatment, suggesting that B cells were more activated in those mice. These
findings suggest that the anti-FcuR antibody might excert its effects via an agonistic
mechanism, as the expression of FcuR can mediate an activation of intracellular signaling
pathways like the NF-xkB pathway (27). A direct function of B cells as antigen presenting

cells, however, was not observed.

In the malaria Plasmodium berghei ANKA blood stage infection of C57BL/6 mice, which are
susceptible to the development of experimental cerebral malaria, the application of anti-FcuR
antibody exacerbated the disease. The enhanced incidence of cerebral symptoms in anti-FcuR
antibody treated mice was accompanied by an enhanced accumulation of activated CD8"
T cells in the brains of these mice compared to control animals. FcuR ko mice were

suceptible to the develpoment of cerebral pathology. This indicates that FcuR mediated
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effects are not required for the development of cerebral pathology, but nevertheless can

influence the severity of an ongoing inflammation mediated by CD8" T cells.

Taken together, it could be shown that anti-FcuR antibody treatment leads to an enhanced
CDS" T cell response in the models of malaria vaccination and infection. The lack of a
stimulatory effect in B cell deficient mice indicates that B cells were mediating this effect and
that signals mediated by the FcuR play a role in the interaction between B and T cells. The
results indicate that the treatment with anti-FcuR antibodies might be beneficial in other
infection or vaccination models where CD8" T cells are required for protection.

A positive effect of the application of anti-FcuR antibodies on CD8" T cell responses in
humans might also be possible, as human B cells also express high amounts of the FcuR.
A direct comparison to the murine model can, however, possibly not be drawn as in humans,
the influence of anti-FcuR treatment might be different due to the endogenous FcuR

expression by human T cells.
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