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Zusammenfassung

Malaria ist mit geschdtzten 300-500 Millionen klinischen Féllen jéhrlich eine der bedrohlichsten
Infektionskrankheiten der heutigen Welt. Die Ursache der lebensbedrohlichen Form der Malaria,
der Malaria tropica, ist der einzellige Parasit, Plasmodium falciparum. Die Entwicklung eines
Impfstoffes gegen Malaria wire ein wichtiger Beitrag um die Seuche zu kontrollieren und konnte
die Lebenssituation der Menschen in Malaria-verseuchten Gebieten verbessern. Da P. falciparum
dem Immunsystem des Menschen sehr effizient angepasst ist, konnte bislang kein effektiver
Impfstoff entwickelt werden. In der Malaria-Impfstoffentwicklung wird i.a. nicht mit attenuierten
oder abgetoteten Erregern gearbeitet, da der komplette Lebenszyklus bislang nicht in synthetischen
Medien zu kultivieren ist. Man fokussiert sich hauptsidchlich auf einzelne Proteine oder
Teilbereiche von Proteinen, die der Parasit wihrend seines Lebenszyklus dem Immunsystem des
Wirts prasentiert. Dabei wurden vielversprechende Kandidaten identifiziert.

In unserer Gruppe konzentrieren wir uns auf das Merozoitenoberflichenprotein-1 (merozoite
surface protein 1, MSP-1), das Hauptoberfldchenprotein des Blutstadiums von P. falciparum. MSP-
1 gilt als einer der interessantesten Impfstoffkandidaten. Fiir die Entwicklung einer effektiven
Impfstoffstrategie ist es wichtig, die Verteilung stark immuno-stimulatorischer Bereiche innerhalb
des Proteins zu kennen. AuBlerdem ist von Interesse, wie die humoralen und zelluldren
Abwehrsysteme des Immunsystems unter natiirlichen Bedingungen, auf MSP-1 reagieren. Die
humorale Antwort spielt vor allem bei der Abwehr der Blutstadien eine Rolle, wihrend die
zelluldre Reaktion mit der Eliminierung befallener Leberzellen assoziiert wird. Wahrend man weil3,
dafl die humorale Immunantwort des Menschen durch spezifische Antikdrper gegen MSP-1
protektiv wirken kann, ist iiber die moglicherweise CD8+ T-Zell vermittelte zellulire Antwort
gegen MSP-1 nichts bekannt. Um CD8+ T-Zellen zu aktivieren, miissen kurze Stiicke (meist neun
Aminosduren) in der Grube eines MHC-Klasse-l Rezeptors auf die Oberfliche einer Zelle
transportiert werden. Solche Peptide nennt man ,,Epitope. Es war das wichtigste Ziel dieser Arbeit,
CD8+ T-Zellepitope von MSP-1 zu identifizieren, wobei wir nach HLA-A*0201-restringierten T-
Zellepitopen suchten. Wir verfolgten zwei Ansétze zur Identifikation von CD8+ T-Zellepitopen,
die sich gegenseitig ergéinzen und verifizieren sollten.

- Eine computergestiitzte Vorhersage von SYFPEITHI lieferte potentiell an HLA-A*0201
bindende Epitope von MSP-1. Um die in-vivo Relevanz dieser Epitope zu priifen, wurde ein
transgenes Maussystem verwendet, das den humanen HLA-A*0201 Rezeptor exprimiert (,,HHD-2
Maiuse®) und sich eignet, um verschiedene Impfprotokolle zu testen. MSP-1 Epitop-spezifische
CD8+ T-Zellen konnen in MSP-1 immunisierten Méusen mittels Tetramer-Technologie angeférbt
werden. Wir fanden eine Hierarchie der Immunodominanz zwischen verschiedenen MSP-1
Epitopen. Das Peptid 291 in der Region p38 von MSP-1 dominierte die Immunantwort und
induzierte die groBten spezifischen CD8+ T-Zellpopulationen. Bestitigt wurde dieser Befund {iber
intrazelluldre Zytokin (IFN-y) Anfarbungen Epitop-spezifischer T-Zellen.

- Die zweite Strategie sollte physiologisch prisentierte Peptide von MSP-1 identifizieren und somit
die in-vivo Situation in menschlichen Zellen reflektieren. Von einer Tetrazyklin-abhéngig MSP-1
exprimierenden HLA-A*0201-positiven Zelllinie wurden HLA-A*0201 prisentierte Peptide eluiert
und massenspektrometrisch analysiert. Dabei wurde das Epitop 674, das sich in der Untereinheit
p83 von MSP-1 befindet, identifiziert. Die Relevanz dieses Ergebnisses konnte durch erste
Tetramer-Analysen an peripheren Lymphozyten von malaria-exponierten Individuen bestétigt
werden. Wir fanden immunodominante und hiufige CD8+ T-Populationen insbesondere gegen
Epitope 674 und 291. Andere Epitope wurden ebenfalls erkannt, allerdings mit geringerer Frequenz
und von kleineren T-Zellpopulationen.






Summary

With an estimated 300-500 million acute cases annually, Malaria is one of the most
threatening infectious diseases of the modern world. The cause of the life-threatening variant,
Malaria tropica, is the Protozoon P. falciparum. Developping a vaccine against Malaria would
be an important step in controlling the disease and would improve life-standards of
populations of endemic regions. Since the protozoan parasite has adapted very efficiently to
the human immune system, no effective vaccination strategy could be developed up to date.
The focus in Malaria vaccine-design is not on attenuated or killed whole P.falciparum
organisms, as culturing of the complete life-cycle of Plasmodium in fully synthetic medium is
not possible. Instead, vaccines are developped on the basis of single proteins or parts of
proteins that are presented to the host-immunesystem during the parasite lifecycle. Using this
strategy, promising candidates where identified.

Our group concentrates on Merozoite-Surface-Protein-1 (MSP-1) which is the most abundant
surface protein of the blood-stage of Plasmodium and thus one of the most promising
candidates for a malaria vaccine. For the development of an efficient vaccine, knowledge
about the distribution of strong immunostimulatory parts of the molecule is essential. It is also
of interest if and how the humoral and cellular arm of the immunsystem target MSP-1 under
natural infectious conditions. The humoral arm plays an important role in controlling the
blood-stages, whereas the cellular immunereaction is primarily the elimination of
Plasmodium-infected hepatocytes. The humoral response against MSP-1 can have protective
effects, yet nothing is known about the cellular answer of CD8+ cytotoxic T-Lymphocytes
against MSP-1. To activate CD8+ T-cells, short peptides (mostly nonamers) derived from
MSP-1 protein have to be transported to the cell surface in the groove of an MHC-class-I
receptor. Such peptides are called “epitopes”. It was the central aim of this thesis to identify
such CD8+ T-cell epitopes of MSP-1. We concentrated on HLA-A*0201 restricted epitopes
and persued two experimental strategies to identify CD8+ T-cell epitopes:

- A computer-based prediction using SYFPEITHI programm identified potential HLA-
A*0201 binding epitopes in MSP-1. To test the in vivo relevance of these predicted epitopes
we used a transgene mouse-system in which the human HLA-A*0201 receptor is expressed
(HHD-mice). The HHD-mouse model is an excellent system for testing different vaccination
schemes. MSP-1 epitope specific T-cells were flourescently marked in immunized mice using
the tetramer technology. We found a hierarchy of immunodominance between the tested
MSP-1 epitopes. Peptide 291 which localizes to the p38 region of MSP-1 dominated the
CD8+ immune response in most immunized mice and induced the largest epitope-specific T-
cell populations.

- With the second strategy we wanted to identifiy physiologically presented peptides of MSP-
1 reflecting the in-vivo situation in human cells. HLA-A*0201 MSP-1 was tetracyclin-
inducibly expressed in a HLA-A*0201+ cellline and the presented physiological epitopes
were eluted and analyzed by mass spectrometry. Thereby peptide 674 was identfied which
localizes in the p83 subunit of MSP-1. This result could be confirmed in first tetramer-
analyses on peripheral lymphocytes of malaria-exposed individuals. We found an
immunodominance and frequent CD8+ T-cell populations against epitopes 674 and 291.
Other epitopes were also recognized, but in lower frequencies and smaller T-cell populations.



1 Einleitung

1.1 Malaria

Malaria ist eine durch einen einzelligen Blutparasiten verursachte Krankheit, die einst-
mals auch in Europa verbreitet war. Deutsche Begriffe fiir die Seuche wie ,,Marschenfieber,
oder Sumpffieber” bezeugen dies. Wahrend aber fiir Europider Malaria lediglich eine Reise-
krankheit ist, hat sie auf Menschen aus betroffenen Gebieten immer noch einschneidende ge-
sundheitliche und 6konomische Auswirkungen. Insgesamt kommt der Parasit in {iber 100
Landern vor, hauptsidchlich beschriankt auf tropische und subtropische Regionen in Afrika,
Asien und Stid-Amerika. Nach Schétzungen der WHO erkranken jéhrlich 300-500 Millionen
Menschen an Malaria, von denen 1,5-2,7 Millionen sterben (WHO; Malaria fact sheet No94;
2004). Uber 90% der Todesfille kommen siidlich der Sahara vor, in den meisten Fillen han-
delt es sich dabei um Kinder unter fiinf Jahren (WHO; 2003 Africa Malaria Report).

In Europa und in den USA wurde Malaria in der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts als
Folge von Kultivierung und Bewirtschaftung des Landes, groBangelegte
Sumpftrockenlegungen und vor allem durch den Einsatz des Insektizids DDT ausgemerzt.
Ein global angelegtes Malaria-Ausrottungsprogramm der WHO wurde 1955 initiiert und
scheiterte. Hohe Kosten, das Auftreten von Resistenzen bei den Ubertrigermiicken gegen das
eingesetzte Insektizid DDT und der Widerstand der Menschen gegen wiederholtes
Versprithen von Insektizid beendeten die WHO Kampagne. Heute nimmt die Zahl der
Malariafille weltweit wieder zu.

Die humanpathogenen Malariaerreger werden von weiblichen Stechmiicken der Gattung
Anopheles iibertragen. Phylogenetisch ist der Blutparasit ein Mitglied der Apikomplexa,
Familie Plasmodiidae, die immer blutsaugende Stechmiicken als Endwirte und Reptilien,
Vogel und Sduger als Zwischenwirte nutzen. Wichtiges morphologisches Kennzeichen aller
Apikomplexa ist der namengebende apikale Organellenkomplex. Dieser dient der Invasion
neuer Wirtszellen und besteht bei Plasmodien aus drei Organellen: dichten Granula, zwei
flaschenformigen Rhoptrien und den Mikronemen. Mikronemen, Rhoptrien und Dichte
Granula enthalten Substanzen, die bei der Zellinvasion abgegeben werden.

Man unterscheidet vier verschiedene humane Malaria Parasiten, die drei verschiedene
Formen der Erkrankung verursachen: Plasmodium ovale und Plasmodium vivax (Malaria
tertiana), Plasmodium malariae (Malaria quartana) und Plasmodium falciparum (Malaria
tropica). Von medizinischer Bedeutung sind P.vivax und P.falciparum. P. vivax ist fiir
ungefdhr 43% der Malaria-Erkrankungen verantwortlich. Plasmodium falciparum ist der
gefdhrlichste der vier Parasitenarten und verursacht eine lebensbedrohliche Form der Malaria,
Malaria tropica.

1.1.1 Der Lebenszyklus von Plasmodium falciparum

Plasmodien haben einen komplizierten Lebenszyklus, der aus mehreren Stadien besteht
(Abb. 1-1).

Prierythrozytires Stadium : Der Infektionsvorgang beginnt mit der Blutmahlzeit einer
infizierten weiblichen Anopheles-Miicke, die dabei ungefihr 15 Sporozoiten in den
Menschen injiziert (Rosenberg et al. 1990). Die einkernigen, extrazelluliren Sporozoiten
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wandern in Minuten {iber das Blutsystem in die Leber und dringen in die
Leberparenchymzellen (Hepatocyten) ein. In diesen findet in fiinf bis sieben Tagen die erste
asexuelle Vermehrungsphase innerhalb der sogenannten ,,parasitophoren Vakuole* statt. Aus
einem Sporozoiten entwickelt sich erst ein Trophozoit, die ,,Fress-Form®, der schlielich zu
einem groflen vielkernigen Schizonten heranwichst. Dieser teilt sich in 20000 bis 30000
Merozoiten, die nach der Lyse des Hepatozyten in die Blutbahn gelangen.

Blutstadium: Die vom Hepatozyten stammenden Merozoiten initiieren in der zweiten
Phase der Infektion den Befall der roten Blutkorperchen (Erythrozyten). Dort erndhren sich
die Merozoiten vom Blutfarbstoff Hidmoglobin und vermehren sich wieder {iber asexuelle
Schizogonie. Pro befallenen Erythrozyt werden acht bis 32 Merozoiten gebildet, die nach
dessen Lyse freigesetzt werden. Innerhalb von 30 Sekunden weitere rote Blutkdrperchen
befallen. Ein Zyklus von intra-erythrozytirem Stadium, Ruptur der Erythrozyten und Re-
Invasion beginnt, der alle 48 Stunden die Parasitenanzahl 10-20-fach vermehrt, bis das
Immunsystem die Infektion unter Kontrolle bringt, oder der Wirt stirbt. Das Aufplatzen der
Erythrozyten tiberschwemmt den Wirt regelméBig mit ,,Malaria-Toxinen"".

Sexuelles Stadium: Einige der frisch in den Erythrozyten eingedrungenen Merozoiten
differenzieren sich nach einiger Zeit in sexuelle Formen, die weiblichen Makrogametocyten
und minnlichen Mikrogametozyten. Diese werden bei der Blutmahlzeit der Miicke
aufgenommen und beenden dort den Lebenszyklus des Parasiten. Die weitere Entwicklung
kann ausschliesslich 1m  Verdauungstrakt der Anopheles Miicke stattfinden.
Makrogametozyten entwickeln sich zu Makrogameten. Die Mikrogametozyten bilden nach
entsprechenden Signalen innerhalb der Miicke, Flagellen und formen 8 haploide
Mikrogameten. Befruchtung fiihrt zur Bildung einer Zygote. Diese wandert durch die
Epithelzellen des Magens und verwandelt sich dort in eine Oozyste. In der Oozyte bilden sich
Sporozoiten, die schlieBlich in die Speicheldriise der Miicke eindringen und von dort auf den
Menschen iibertragen werden kénnen.
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Abb. 1-1 Der Lebenszyklus von Plasmodium (aus Storch und Welsh, 1994)
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Abb. 1-2 Menschliche Immunantwort auf eine Infektion mit Plasmodium falciparum (nach
Richie und Saul, 2002)
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1.1.2 Pathogenese

Klinische Symptome der Malaria tropica treten erst bei der Vermehrung von
Plasmodium falciparum in den Erythrozyten auf. Wenn die roten Blutkérperchen synchron
aufplatzen und grofle Mengen der sog. ,,Malaria-Toxine* in das Blut gelangen, fiihrt das zu
Fieberschiiben und Schiittelfrost. Der Befall der Leber und die Entwicklung zu Gametozyten
sind asymptomatisch. Von P. falciparum verursachte Malaria ist eine komplexe Krankheit,
die mehrere Organe und Gewebe betrifft. Sie kann zu lebensbedrohlicher Anaemie und Koma
in Kindern, und schweren Krankheitssymptomen bei erstgebdhrenden Frauen fithren (Miller et
al. 2002).

Nach dem heutigen Verstindnis kann man in der Biologie des Parasiten drei
Hauptfaktoren benennen, die zu einer gefahrlichen Pathologie fiihren. Zum einen fiihrt der
massenhaften Befall von roten Blutkdrperchen (Erythrozyten) durch Merozoiten zur
Zerstorung der Erythrozyten. Dadurch kommt es zu Andmie und zu einer Beeintrichtigung
der Sauerstoffversorgung. Charakteristisch fir P. falciparum ist auch zum einen das
Zusammenkleben von gesunden und befallenen Erythrozyten zu Aggregaten und zum anderen
das Festheften der parasitierten Blutzellen am Endothel der Blutkapillaren, das sogenannte
»Rosetting” und ,,Sequestrieren”. Reife Parasiten befinden sich selten in der peripheren
Blutzirkulation sondern vielmehr tief in den Geweben z.B. im Gehirn, der Lunge oder
Plazenta. Die Sequestrierung verhindert den Durchflu3 der parasitierten roten Blutkdrperchen
durch die Milz, wo sie als verdnderte Erythrozyten aussortiert wiirden. Durch diese aktive
Ansammlung der parasitierten Erythrozyten in Blutkapillaren wird die Blutzirkulation in
lebenswichtigen Organen verstopft (Pasloske and Howard 1994; Miller et al. 2002).

Der dritte wichtige Punkt, der den Krankheitsverlauf beeinflusst, ist die Ausschiittung
mehrerer immunologisch wirksamer Substanzen. Hohe Konzentrationen proinflammatorischer
Botenstoffe, wie z.B. Tumor-Nekrosis-Faktor-o. (TNF-a), scheinen mit einem schwereren
Verlauf der Malariaerkrankung, in Verbindung zu stehen, vor allem mit zerebraler Malaria
(Clark et al. 1987; McGuire et al. 1999). In vitro sind Malariatoxine der aufgebrochenen
Schizonten Ausloser fiir TNF-a Ausschiittung (Taverne et al. 1990; Tachado et al. 1996). In
einer neuen Studie an Kindern korrelierte die Anwesenheit von anti-Toxin- Antikérpern im
Blut mit Schutz vor zerebraler Malaria (Naik et al. 2000). Mononukleare Zellen, die
Hauptproduzenten von TNF-a, setzen bei massivem Auftreten von Parasiten im Blut TNF-a
frei (Kwiatkowski 1989). Die gefahrliche Form der  Malaria wird primédr durch
Sequestrierung der parasititerten Erythrozyten verursacht. TNF-a fordert die Zytoadhdrenz
des parasitierten Erythrozyten an die Gefasswinde, indem die Expression von Wirts
Liganden, wie z.B. ICAM-1 (vascukar cell adhesion molecule-1) induziert wird (Dobbie et al.
1999). Die Rolle von TNF-a scheint allerdings ambivalent zu sein, da dem Zytokin auch eine
Rolle bei der Parasitenbekdmpfung zugeschrieben wird. So, kann TNF-o die
Parasitenmultiplikation hemmen (Naotunne et al. 1993).

1.1.3 Mechanismen der Immunantwort

Die humane Immunantwort gegen P. falciparum ist nur unvollstindig verstanden. Es
gibt zwei Situationen, in denen man beim Menschen eine protektive Immunantwort gegen P.
falciparum beobachten kann: Zum Einen bei der natiirlich erworbenen Immunantwort von
Menschen aus endemischen Gebieten (,,natural acquired immunity*, NAI), und zum Anderen
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bei der Immunitdt die sich nach einer Impfung mit iiber y-Bestrahlung attenuierten
Sporozoiten entwickelt. In diesen beiden Systemen sind einige Segmente der humanen
Immunreaktion auf P. falciparum gut untersucht. Wahrend bei NAI die schiitzende Wirkung
der Antikérper im Vordergrund steht, ist bei der Immunantwort gegen vy-bestrahlte
Sporozoiten eher der zelluldre Arm des Immunsystems entscheidend.

Nattrlich erworbene Immunitat (NAI - natural acquired immunity) — humorale
Immunantwort

Die natiirlich erworbene Immunitdt ist eine partielle Immunitét, die nach mehreren
Jahren wiederholter Malariainfektionen aufgebaut wird. Sowohl die Symptome als auch die
Parasitaemie sind abgeschwiécht und konnen vom Wirt kontrolliert werden

In Bezug auf Malaria gibt es mehrere wichtige epidemiologische Beobachtungen: Der
Aufbau einer aktiven Immunantwort gegen Plasmodien ist langsam und benotigt wiederholte
Infektionen. In holoendemischen Malariagebieten werden Menschen einige hundert Male pro
Jahr von Plasmodium-infizierten Miicken gestochen (Kitua et al. 1996). Paradoxerweise sinkt
in diesen Gebieten mit hohen Ubertragungsraten durch die Anopheles-Miicke das Risiko,
gefdhrliche Malariasymptome zu entwickeln (Snow et al. 1997). Obwohl die Bewohner
endemischer Gebiete oft an Malaria erkranken, ist die Immunitidt selten steril und meist mit
einer chronischen niedrigen Parasitaemie und immer wiederkehrenden klinischen Episoden
assoziiert. Mit hoherem Alter wird eine partielle Immunitit aufgebaut, die zuerst bei
gleichbleibend hoher Parasitaemie die Krankheitssymptome lindert und schlieBlich die
Parasitenanzahl kontrolliert. Doch die Immunkompetenz ist kurzlebig und spezifisch fiir die
heimische Plasmodium-Spezies. Schon mehrere Monate ohne Parasitenbefall reichen aus, um
die angeeignete Immunantwort zu verlieren und wieder anféllig fiir eine schwere Erkrankung
zu werden.

In endemischen Gebieten werden die Kinder immuner Miitter in den ersten sechs
Monaten ihres Lebens passiv iiber miitterliche Antikdrper geschiitzt (McGregor 1964). In den
anschlieenden 1-3 Jahren, bevor die aktive Immunantwort aufgebaut wird, sind die Kinder
am meisten gefdhrdet (Greenberg et al. 1989; Snow et al. 1994). Auch fiir schwangere Frauen
ist Malaria mit hohen Risiken verbunden, sowohl fiir sich selbst als auch fiir den Embryo. In
Gebieten mit hoher Ubertragungsrate kann bei einer P. falciparum-Infektion hiufig die
Plazenta parasitiert sein. Dies fithrt bei neugeborenen Babies zu niedrigeren
Geburtsgewichten, wodurch deren Uberlebenschancen beeinfluit werden (White 1996; Granja
et al. 1998).

Bei der NAI scheint die Immunantwort gegen Sporozoiten und das Leberstadium nicht
entscheidend zu sein. Klinisch immune Menschen, die durch Medikamentengabe kurzfristig
von Malariaparasiten befreit wurden, werden sehr schnell wieder durch einen Miickenbill mit
Sporozoiten infiziert und sind dann von Neuem parasitiert (Hoffman et al. 1987).
Epidemiologische Studien unterstiitzen die Annahme, dall vor allem Antikorper gegen das
Blutstadium zur NAI beitragen. Antikdrper in Seren hyperendemischer Gebiete konnen in
vitro die Erythrozyteninvasion der Parasiten inhibieren (Bull and Marsh 2002). Ein besonders
aussagekriftiges Experiment, das die schiitzende Rolle von Antikérpern gegen das
Blutstadium von Plasmodium herausstreicht, wurde von Cohen 1961 durchgefiihrt: Die
passive Ubertragung aufgereinigter Antikdrper aus klinisch immunen Erwachsene auf Kinder,
die schwer an Malaria erkrankt waren, verringerte deutlich deren Parasitimie (Cohen et al.
1961; Bouharoun-Tayoun et al. 1995).
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Aus einer Reihe von Experimenten hat man eine Vorstellung von den spezifischen
immunologischen Mechanismen gewonnen, die Immunitit gegen Blut-Stadien vermitteln.
Agglutinierende Antikorper gegen Oberfldchenproteine von Merozoiten kdnnen invasions-
inhibierend wirken, indem die Interaktionen zwischen Merozoit und Erythrozyt blockiert
wird. Komplement-fixierende Antikdrper gegen Oberfldchenproteine konnen zur Lyse der
Merozoiten fiihren (Druilhe and Perignon 1994; Good and Doolan 1999). Andere Antikorper
erkennen die adhdsiven und variablen Parasitenproteine auf der Oberfliche von befallenen
Erythrozyten. Die intrazelluldren Parasiten konnen iiber zytophile Antikérper in der
Gegenwart von Monozyten beseitigt werden (Oeuvray et al. 1994; Bouharoun-Tayoun et al.
1995; Theisen et al. 1998). Zytophile 1gG3 Antikorper sind in einer Studie im Senegal mit
Schutz vor klinischer Malaria assoziert worden (Aribot et al. 1996; Oeuvray et al. 2000).

Effektormechanismen der zelluldren adaptiven Immunantwort gegen das Blutstadium
von P. falciparum sind noch nicht genau definiert. CD4+ T-Zellen haben zwei wichtige
Funktionen, die bei der Kontrolle von Blutstadium-Parasiten wichtig sein konnen:

- sie stimulieren B-Zellen, die dadurch hoch-affine IgG Antikorper produzieren und sich
zu Gedichtnis B-Zellen entwickeln

- und sie kdnnen Makrophagen und andere Zellen zur Produktion von TNF-a, reaktiven
Sauerstoffmolekiilen (ROS) und Stickstoffmonoxid anregen.

Bei Tiermodellsystemen fiir Malaria gibt es reichlich Hinweise einer direkten
Beteiligung von CD4+ T-Zell Populationen an Immunitdt gegen Plasmodium-Blutstadien.
Unabhéngig von Antikoérpern konnen T-Zelllinien in murinen Malariamodellen adoptiv
Schutz auf Empfangerméuse iibertragen (Amante and Good 1997; Wipasa et al. 2002). Als
Mechanismus einer solchen direkt durch CD4+ T-Zellen vermittelten Immunitit wird die
Freisetzung von anti-parasitisch wirksamen Zytokinen, wie Interferon-y (IFN-y) diskutiert.
Man sollte vorsichtig sein, diese Ergebnisse aus Tiermodellen auf die Situation einer P.
falciparum Infektion im Menschen zu iibertragen. Doch weist eine vor kurzem erschienene
Studie darauf hin, daf} eine niedrig dosierte Verabreichung von parasititerten Erythrozyten
Menschen sterile Immunitdt in der Abwesenheit von Antikdrpern vermittelt (Pombo et al.
2002). Daher scheinen CD4+ T-Zellen auch im humanen System eine direkte Rolle in der
Protektion einzunehmen.

Auch wurden bei P. falciparum Infektionen Malaria-antigen-spezifische CD4+ T-Zell
Populationen gefunden, die in vitro proliferieren oder Zytokine ausschiitten wie z.B. IL-4 oder
IFN-y (Troye-Blomberg et al. 1994).

Zellulare Immunantwort

Hepatozyten sind das Ziel von Sporozoiten. Die Sporozoiten wandern {iiber das
periphere Blutsystem in die Leber ein. Die spezifische Immunantwort des Wirts auf das
Blutstadium des Malariaparasiten unterscheidet sich substantiell von der Antwort auf das
Leberstadium. Das liegt vor allem an den verschiedenen biologischen Eigenschaften der
Wirtszellen. Erythrozyten sind kernlos und kénnen keine MHC I oder MHC II Molekiile auf
ihrer Oberfldche exprimieren. Deswegen sind sie im Gegensatz zu Hepatozyten nicht in der
Lage, Parasitenantigene zu présentieren und direkt CD8+ und CD4+ T-Zellen zu aktivieren.
Obwohl es reichlich Hinweise fiir eine aktive Immunantwort gegen das Leberstadium in
endemischen Bevolkerungsgruppen gibt, koénnen diese Effektormechanismen bei einer
natiirlichen Malariainfektion Plasmodien in der Leber nicht eliminieren. Interessanterweise
erzielte Nussenzweig in Immunisierungsexperimenten mit vy-bestrahlten attenuierten
Sporozoiten einen vollstdndigen Schutz in der Maus, der spezifisch gegen das Leberstadium
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gerichtet war. (Nussenzweig et al. 1967). Dieser Immunisierungs-Ansatz konnte sechs Jahre
spiter auch Menschen vor einer P. falciparum-Infektion mit unbehandelten Sporozoiten
schiitzen (Clyde et al. 1973). Es konnten keine Parasiten im Blut nachgewiesen werden. Die
Vakzinierung mit y-bestrahlten Sporozoiten dient seitdem als Modellsystem, um die protekive
Immunantwort gegen Sporozoiten und intrazelluldre Leberstadien von Plasmodium zu
studieren. Die resultierenden Erkenntnisse sind im Hinblick auf eine Impfstoffentwicklung
gegen das Sporozoiten- und Leberstadium von gro3em Interesse.

In Experimenten an murinen Malariasystemen wurde die Immunantwort gegen vy-
bestrahlte Sporozoiten am detailliertesten analysiert. Bei der Interpretation der Ergebnisse
sollte jedoch beachtet werden, da3 diese je nach verwendetem Méduse- und Parasitenstamm
variieren konnen (Doolan and Hoffman 2000).

Attenuierte Sporozoiten konnen zwar in die Leberzellen eindringen und dort Proteine
exprimieren, doch die weitere Entwicklung zum reifen Merozoiten ist unterbrochen. y-
bestrahlte Sporozoiten kdnnen mehrere Monate in der Leber verharren. Man konzentrierte
sich zundchst auf die Charakterisierung von Antikdrpern, die gegen Oberflichen-Antigene
von injizierten y-bestrahlten Sporozoiten gerichtet waren. Die Ubertragung von Serum-
Antikorpern aus Mdusen, die mit y-Sporozoiten immunisiert waren, fiihrte nicht zum Schutz
von naiven Miusen. Die Serum-Antikorper konnten also nicht fiir den Schutz verantwortlich
sein. Hingegen gewihrte die adoptive Ubertragung immuner Milzzellen auf naive Miuse
Schutz (Doolan and Hoffman 2000). Diese Studien suggerieren, da3 der zellulire Arm des
Immunsystems einen wichtigen Teil der Immunitdt vermittelt. Auch konnte man in
Experimenten mit knockout-Méusen ohne funktionelle MHC 1 Rezeptoren zeigen, dal3 die
protektive Wirkung der Immunisierung mit y-Sporozoiten erlischt (32m -/-) (White et al.
1996).

Von infizierten Leberzellen prédsentierte Parasitenantigene werden als Dreh -und
Angelpunkt betrachtet, um eine schiitzende Immunreaktion zu entwickeln. Als die wichtigsten
Akteure gegen parasitierte Hepatozyten betrachtet man die CD8+ positiven zytotoxischen T-
Zellen (Cytotoxic T-Lymphocytes(CTL)). So kann der passive Transfer von CD8+ T-Zell-
Klonen, die spezifisch fiir das CSP oder fiir das Sporozoite Surface protein 2 (SSP2) sind,
naiven Mausen Schutz vermitteln (Romero et al. 1989; Khusmith et al. 1991). Wenn in vivo
CD8+ T- Zellen durch anti-CD8+ Antikorper entzogen werden, wird in den meisten Maus
Systemen keine protektive Immunitidt mehr etabliert (Weiss et al. 1988). AuBlerdem konnen
Milzzellen von y-Sporozoiten- immunisierten Méusen in vitro infizierte Hepatozyten tdten.
Diese Eliminierung ist MHC-Klasse-I abhidngig, so da3 infizierte Hepatozyten hauptsiachlich
von CD8+ CTL-Zellen eliminiert werden (Hoffman et al. 1989).

Fiir die Aktivierung von CD8+ T-Zellen miissen Antigene im Kontext von MHC I
Klasse Rezeptoren (=HLA Klasse-1) auf der Oberfliche der Zellen zusammen mit ko-
stimulatorischen Molekiilen présentiert werden. Die Bindung von Antigenen an MHC I
Rezeptoren setzt deren proteasomale Degradierung voraus. Die Spezifitit der CD8+ T-Zell
Erkennung wird durch den Typ des HLA Klasse-I Rezeptors beeinflusst (,,HLA-Restriktion*),
da diese unterschiedliche Antigene binden. Aktivierte CD8+ CTLs haben mehrere
Moglichkeiten, parasitierte Zellen zytolytisch zu eliminieren. Eine Aktivierung fiihrt {iber den
FasL/Fas Liganden und eine Signalkaskade zur Apoptose der infizierten Zelle. Eine andere
Moglichkeit ist die Freisetzung eines chemischen Cocktails aus Perforin und Granzymen aus
den aktivierten T-Zellen, die so die infizierte Zelle téten (Lowin et al. 1994; Denkers et al.
1997; Lalvani et al. 1997). Im Falle einer Plasmodium Infektion wird jedoch die
Ausschiittung des Botenstoffes IFN-y als wichtigste Aktivitdt der CD8+ T-Zellen betrachtet
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(Doolan and Hoffman 2000): in Fas- oder Perforin knock-out Miusen, die mit y-Sporozoiten
immunisiert wurden, kann eine effektive Immunantwort aufgebaut werden (Renggli et al.
1997).

IFN-y ist ein Zytokin, das nach Aktivierung der CTLs gebildet wird und am Zielort iiber
die Induktion des Nitrit-Oxid-Synthase Gens (iNOS) zur Entstehung von intrazelluldrem
Stickstoff-Monoxid (NO) fiihrt, das den intrahepatischen Schizonten tdtet. Mit y-bestrahlten
Sporozoiten immunisierte Méuse, die mit anti-IFN-y oder mit einem Inhibitor der Nitrit-Oxid-
Synthese behandelt wurden, sind nicht mehr immun gegen eine Sporozoiteninfektion
(Schofield et al. 1987; Weiss et al. 1988; Seguin et al. 1994). Bemerkenswerterweise konnen
Affen durch systemische Gabe von IFN-y oder Interleukin-12 vor Malaria geschiitzt werden
(Maheshwari et al. 1986; Hoffman et al. 1997). Einen weiteren Hinweis fiir die zentrale Rolle
von IFN-y erbrachte eine Studie in Gabon, in der bei Kindern mit milder Malaria eine
Mutation im induzierbaren Nitrit-Oxid-Synthase Gen signifikant hédufiger auftrat als in
Kindern mit schwerer Malaria (Kun et al. 1998).

Die augenblickliche Hypothese deutet die IFN-y Ausschiittung als Konsequenz der
CD8+ T-Zell Aktivierung. IFN-y initiiert darauthin die Bildung von Interleukin (IL-12), das
von Makrophagen und Kupfferzellen gebildet wird. Uber eine positive Riickkoppplung
verstirkt IL-12 wiederum die Produktion von IFN-y (Doolan and Hoffman 2000).
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Abb. 1-3 Mechanismen einer Immunantwort gegen Plasmodium infizierte Hepatozyten (nach
Hoffman und Doolan, 2000)

Die protektive Immunantwort gegen infizierte Hepatozyten wird hauptséchlich von antigen-spezifischen CD8+
T-Zellen vermittelt. Diese erkennen Parasiten-spezifische Peptide, die auf der Hepatocyten-Zelloberfliche mit
MHC Klasse-I Rezeptoren assoziiert sind. Die kurzen Peptide stammen von cytoplasmatischen Malariaproteinen,
die im Cytoplasma durch das Proteasom gespalten werden. Die so prozessierten Peptide werden iiber
Transporter, TAP1 und TAP2, in das Endoplasmatische reticulum (ER) transportiert. Dort assoziieren sie mit
MHC Klasse-1 Molekiilen. Der Peptid-MHC-Komplex wandert {iber den Golgi-Apparat an die Zelloberfldche.
Dort erkennen CD8+ T-Zell-Rezeptoren die préasentierten Komplexe. Aktivierte CD8+ T-Zellen produzieren
IFN-y. Die IFN-y Produktion kann durch andere Cytokine verstirkt werden, z.B: IL-12, das von anderen
immunologischen Zellen gebildet wird. IFN-y induziert die Transkription der Nitrit-Oxid-Synthase (iNOS) und
damit die Bildung von Stickstoffmonoxid (NO), das den intrazelluldren Parasiten totet.
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Humane CD8+ T-Zell-Antwort gegen P. falciparum

Mit y-Sporozoiten immunisierte Freiwillige haben nachweislich spezifische CD8+ T-
Zellen, die Epitope verschiedener P. falciparum Proteine im infizierten Hepatozyten
erkennen, z.B. Epitope von CSP, SSP2, Exported protein 1 und Liver-Stage-Antigen-1 (LSA-
1) (Hoffman 1996). Ahnlich wie im Maus-Malaria-Modell und bei immunisierten
Freiwilligen findet man auch unter den Bedingungen einer natiirlichen Plasmodium-Infektion
eine Immunantwort gegen Sporozoiten. Dieselben Parasitenproteine konnen auch bei
malaria-exponierten Populationen wihrend einer Malaria Infektion CD8+ T-Zellen aktivieren
(Doolan et al. 1996). Jedoch ist die Haufigkeit von Malaria-spezifischen CD8+ T-Zellen in
natiirlichen Populationen allgemein niedrig, verglichen mit der Frequenz von CD8+ T-Zellen
bei viralen Infektionen, wie z.B. HIV, und mit der Frequenz in Freiwilligen, die mit y-
Sporozoiten immunisiert wurden (Lalvani et al. 1996; Plebanski et al. 1997). Inwieweit diese
CD8+ T-Zell Aktivitét, die spezifisch gegen Malaria-Antigen gerichtet ist, zum Schutz gegen
eine P. falciparum Infektion beitrdgt, konnte in diesen Studien nicht geklart werden.

Es gibt eine Reihe von Befunden die darauf hin deuten, da3 die CD8+ T-Zell Antwort in
natiirlichen Malariainfektionen tatsidchlich Schutz vermittelt. Ergebnisse einer Reihe von
Studien an Bevdlkerungen endemischer Gebiete zeigen, daB3 es eine natiirlich erworbene
Immunantwort gegen das LSA-1 gibt (Connelly et al. 1997; Luty et al. 1999; John et al.
2000). Indirekte Beweise fiir die klinische Relevanz von zytotoxischen T-Zellen gegen LSA-1
im Menschen lieferte erstmals eine grofe Studie in Gambia. Kinder mit milderen
Malariasymptomen hatten signifikant hdufiger das HLA Allel B53. Spiter konnte gezeigt
werden, daB3 mildere Symptome mit CD8+ T-Zell abhéngiger zytolytischer Aktivitit gegen
ein HLA B53 spezifisches Epitop von LSA-1 korrelierten (Hill et al. 1991; Hill et al. 1992).
Die meisten LSA-1 bezogenen Studien, in Malaria-exponierten Populationen ergaben eine
Korrelation zwischen der IFN-y Produktion gegen LSA-1 und Schutz vor Malaria. In einer
Studie in Papua Neu Guinea korrelierte die IFN-y Bildung gegen ein LSA-1 Epitop mit der
Abwesenheit von Parasitimie fiir sechs Monate in Erwachsenen (Connelly et al. 1997). Es
wurden weitere Epitope von Antigenen identifiziert, die spezifische erworbene
Immunantworten gegen das Leberstadium induzieren (Sedegah et al. 1992; Aidoo et al. 1995;
Lalvani et al. 1996; Doolan et al. 1997; Aidoo et al. 2000). Insgesamt verdeutlichen die
Befunde, dall bei der natiirlichen CD8+ T-Zell Antwort gegen intrazellulire Parasiten im
Leberstadium wahrscheinlich eine Vielzahl von Antigenen involviert sind, die insgesamt eine
schiitzende Wirkung propagieren.

1.2 Suche nach einem Impfstoff gegen P.falciparum

1.2.1 Immunologische Aspekte von Malaria-Impfstoffen

100 Jahre nachdem Dr. Lavern 1861 den Malaria Parasiten identifiziert hat, steigt die
Zahl der dokumentierten Malaria Félle wieder an. Die Kontrolle der Krankheit wird durch die
Verbreitung von Resistenzen der Anopheles-Stimme und Plasmodium-Parasiten gegen
gebrduchliche Insektizide und Malariamedikamente immer schwieriger. Die Sequenzierung
der Genome von Anopheles gambiae und P. falciparum hilft zwar, potentielle Angriffspunkte
fiir neue anti-Malaria Medikamente zu finden und deren Entwicklung zu beschleunigen (z.B.
Fosmidomycin)(Jomaa et al. 1999). Doch auch gegen neue Medikamente kdnnen sich im
Laufe der Zeit vor allem bei mi8brauchlicher Nutzung Resistenzen entwickeln. Daher ist die
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wahrscheinlich langfristig attraktivste und effizienteste Alternative der Malaria Kontrolle ein
Impfstoff gegen den Parasiten.

Mit einer Impfung versucht man, eine langfristige Immunantwort gegen Antigene eines
Erregers aufzubauen, so dafl bei einer spiteren Infektion eine schnelle und effektive
Eliminierung des Erregers erfolgt. Ein wichtiger Ausgangspunkt fiir die Suche nach
potentiellen Antigenen fiir einen Malaria Impfstoff sind diejenigen Antigene, die in der NAI
und beim y-bestrahlten Sporozoiten-Modell mit Schutz korrelieren. Diese werden fiir gute
Kandidaten eines Impfstoffs gehalten, der wahrscheinlich eine Kombination mehrerer
Antigene sein wird. Man geht davon aus, daB dieser sog. multivalente Ansatz, am
erfolgsversprechendsten ist. Die augenblickliche Herausforderung besteht daher in der
Identifizierung einzelner protektiver Antigene und deren Kombination zu einem Impfstoff. Es
sind Beispiele potentiell schiitzender Antigene aus Leber-, Blut- und Gametenstadium des
Parasiten bekannt (s. unten). Je nach Angriffsziel verfolgen die Impfstoffe zudem
unterschiedliche immunologische Ziele (Abb. 1-2).

Man unterscheidet verschiedene Kategorien von Malaria-Impfstoffen. Impfstoffe
werden entwickelt gegen extrazellulire Sporozoiten, das intrazelluldre Leberstadium, den
extrazelluliren Merozoiten im Blut, das asexuelle Blutstadium in den Erythrozyten, die
sexuellen Formen des Parasiten und gegen toxische Stoffe aus zerstorten Erythrozyten.
Kandidatenantigene der unterschiedlichen Entwicklungsformen des Parasiten sind fast
ausnahmslos Oberflachenproteine.

Eine préerythrozytire Vakzine konnte iiber eine humorale Immunantwort Sporozoiten
am Eindringen in Hepatozyten hindern. Eine zweite Mdoglichkeit wére die Eliminierung der
intrazelluldren Parasiten in Leberparenchymzellen durch Malaria-antigen-spezifischen
zytotoxische T Zellen, z.B. iiber die Produktion von IFN-y und dem Effektormolekiill NO
(Miller and Hoffman 1998).

Der Erfolg von Morbiditdts-reduzierenden Impfstoffen, von Impfstoffen gegen das
Miicken-Stadium und gegen das asexuelle Blutstadium hédngt vor allem von einer starken
Antikorperantwort ab. Diese Antikorper konnen einerseits die Invasion eines neuen
Erythrozyten vereiteln, indem sie die Interaktion von Oberflaichenmolekiilen des Merozoiten
mit den Erythrozyten blockieren. Andererseits konnen agglutinierende Antikorpertypen durch
gekoppelte Komplementaktivierung mit Hilfe von FreBzellen zur Lyse der extrazelluldren
Parasiten fiithren. Gegen das extrazellulire Gameten-Stadium wiren ebenfalls Antikorper
effektiv. Auch innerhalb der Erythrozyten bleibt P.falciparum immunologischem Druck
ausgesetzt. Die ,,Hocker”, die parasititerte Erythrozyten auf ihrer Membran-Oberfliche
ausbilden, haben Parasiten-Proteine eingelagert wie z.B. PfEMP1 (s. unten). Diese Proteine
sind ein weiterer Angriffspunkt fiir zytophile Antikorper, die in Gegenwart von Monozyten
zur Zerstorung der parasitierten Erythrozyten fithren kdnnen (Bouharoun-Tayoun et al. 1995).
Alle Impfstoffe, die im Moment verwendet werden, egal ob lebendig attenuiert, getotet oder
rekombinantes Protein, induzieren vor allem eine humorale Immunantwort. Spezifisch bei der
Entwicklung eines Impfstoffes gegen P. falciparum wurde man dagegen immer wieder mit
der Schwierigkeit konfrontiert, daB eine Immunantwort gegen die bis jetzt entwickelten
rekombinanten Impfstoffe zu schwach ausfiel. Ein potentielles Defizit der nicht-lebend
Impfstoffe besteht in der ineffizienten Stimulierung des zelluliren Arms des Immunsystems.
Das ist von Nachteil fiir ihren Einsatz bei Krankheiten wie Malaria oder auch bei einer HIV
Infektion, die fiir eine wirksame Bekdmpfung auch eine starke zellulire Immunantwort
brauchen.
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Obwohl etliche Malaria-Protein-Impfstoffe vielversprechend sind und man viel
Erfahrung mit ihnen gesammelt hat, sind DNA-Immunisierungen gegen Plasmodium
interessante Alternativen. Sie kdnnen sehr komplex sein und humorale und vor allem auch
zelluldre Immunantworten stimulieren. Die Hoffnung, dal DNA Impfstoffe die Losung des
Problems sind, wird geddmpft durch die relativ schwache Immunreaktion auf diese Art
Impfstoff beim Menschen (Wang et al. 1998). Am bekanntesten ist die Multistage Malaria
DNA Vaccine Operation Vakzinentwicklung (MuSTDO), die gegen das Sporozoiten-, Leber-
und Blutstadium eine Immunantwort induzieren soll (Le et al. 2000; Doolan and Hoffman
2001). Dieser Impfstoff ist auch ein Beispiel fiir den Trend in der Malaria
Impfstoffentwicklung, multi-Komponenten multi-Stadien Impfstoffe zu entwickeln. Diese
enthalten mehrere Antigene/Antigen-Epitope aus verschiedenen Entwicklungsstufen des
Parasiten. Der Erreger soll so auf mehreren Ebenen gleichzeitig bekdmpft werden.

Eine andere Methode, um rekombinante Proteine immunogener zu machen, ist die
Fusion mit immunodominanten T-Zell-Epitopen oder eine Einbettung in immunogene
Tragermolekiile.

Die meisten Immunogene miissen in immunogenen LOsungen verabreicht werden, um
gute Impfergebnisse zu produzieren, sogenannten ,,Adjuvantien®. Das ist problematisch, da
das einzige breit verwendete Adjuvants im Menschen, bisher in Kombination mit Malaria
Impfstoffen eine nur unzureichend immunogene Wirkung hatte. Dieses Aluminium-Hydroxid
oder ,,Alum* verstiarkt zwar die Antikorperproduktion, zeigt jedoch wenig Wirkung auf die T-
Zell Antwort. Es gibt jedoch einige neuere Adjuvantien, monophosphoryl Lipid A (,,QS21%),
und eine Ol-in-Wasser Emulsion (,,SBAS2“), die eine starke Antkorperantwort induzieren
und die zelluldire Immunreaktion starker stimulieren.

1.2.2 Impfstofftypen

Die Stadien vor den asexuellen Blutstadien werden als pra-erythrozytédr bezeichnet und
beziehen sich auf Sporozoiten- und Leberzellstadium von Plasmodium. Ein effektiver
Impfstoff gegen diese Stadien hat zum Ziel, den Befall der roten Blutkdrperchen und die
klinischen Manifestationen zu verhindern. Zusitzlich wiirde solch ein Impfstoff auch die
Ubertragung der Parasiten blockieren, da die sexuellen Stadien erst im Blutstadium entstehen.
Das wire ideal fiir Menschengruppen, die vorher keinen Kontakt mit dem Malariaerreger
hatten, also z.B. Touristen, Soldaten oder Fliichtlinge, die sich in P. falciparum-endemische
Gebiete begeben.

Die Impfung mit bestrahlten Sporozoiten kann bisher aus praktischen Griinden nicht in
grolem MaBstab durchgefithrt werden. Die ersten Versuche, einen préerythrozytiren
Impfstoff zu entwickeln, konzentrierten sich auf ein Oberflichenprotein des Sporozoiten: das
,,Cirumsporozoite Protein (CSP)* und fiihrten u.a. zur sogenannten ,,RTS,S* Vakzine.

Der RTS,S Impfstoff besteht aus zwei Polypeptiden, die in Saccharomyces cerevisiae
exprimiert werden. ,,RTS* ist eines der Polypeptide und enthélt immunodominante repetitive
Sequenzen von CSP (sogenannte ,,NANP*“ Sequenzen) und den C-terminalen Bereich von
CSP des 3D7 Stammes von P. Falciparum. (Kumar et al. 1988; Sinigaglia et al. 1988; Good
et al. 1998). ,,S* steht fiir das ,,Hepatitis surface antigen* (HBsAg) (Gordon et al. 1995). Im
RTS,S Impfstoff wird CSP in das hoch immunogene HBsAg eingelagert, um eine starke
Immunantwort zu garantieren. Der finale Impfstoffkandidat wurde dann mit einem
experimentell bestimmten Adjuvants (,,SBAS2“), in einem Feldveruch semi-immunen
Miénnern in Gambia verabreicht (Bojang et al. 2001). Insgesamt war das Ergebnis
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enttduschend: Das Auftreten von Parasiten im Blut war zwar in den ersten neun Wochen bei
65% der Erwachsenen verzogert. Doch Ende der 15-wodchigen Nachfolge-Untersuchung
waren Kontrollgruppe und Geimpfte gleichermalB3en parasitiert (Bojang et al. 2001).

Die Griinde fiir die mangelnde Effizienz des RTS,S Impfstoffes sind wichtig fiir die
weitere Impfstoffentwicklungen: Im Laufe der follow-up Phase nach Impfung sanken
Antikorpertiter gegen CSP immer weiter ab und entsprachen am Ende den Durchschnitts-
Titern nach der ersten Immunisierung. Das zeigt, da3 die anfanglich hohen Titer, trotz der
natiirlichen Verstarkung durch erneute Infektionen in der Regensaison nicht aufrechterhalten
wurden (Stoute et al. 1998). FEin weiteres Problem konnte die mangelnde Spezifitdt der
ausgelosten Immunatwort sein. Zwar werden durch die Vakzinierung CD4+ T-Zell Aktivitét
und Antikorper induziert, doch sind keine CSP-spezifischen CD8+ T-Zell Antworten
detektierbar (Lalvani et al. 1999).

Es gibt auler CSP noch weitere Antigene, die von infizierten Leberparenchymzellen
prasentiert werden konnen. Unter diesen befinden sich vielversprechende
Impfstoffkandidaten wie z.B. LSA-1 und LSA-3, und auch Proteine, die sich spéter im
Merozoiten wiederfinden, wie MSP-1 (Szarfman et al. 1988; Daubersies et al. 2000; Kurtis et
al. 2001). LSA-1 und LSA-3 werden auf ihr Potential als Impfstoff néher untersucht.
Immunisierungen von Méusen mit den entsprechenden orthologen Proteinen schiitzt vor einer
Sporozoiten-induzierten Malaria (Hoffman 1996). LSA-1 I6st eine Immunreaktion bei
Menschen aus endemischen Malaria-Regionen aus, die mit Schutz assoziiert wird (Kurtis et
al. 2001). Rekombinantes LSA-3 Protein oder synthetische Peptide des LSA-3 Proteins
schiitzten Chimpansen vor einer Infektion mit Sporozoiten (Daubersies et al. 2000).

Die sogenannten Ubertragungs-blockierenden Impfstoffe werden entwickelt, um
Gameten-Stadien zu neutralisieren. Dafiir miissen im Menschen Antikdrper generiert werden,
die bei der Blutmahlzeit der Miicke mit aufgenommen werden. Im Magen der Miicke sollen
diese menschlichen Antikorper die weitere Entwicklung des Parasiten blockieren.

Eine weitere interessante Idee sind sogenannte Pathogenese-reduzierenden Impfstoffe.
Es werden Strategien entwickelt, die das Sequestrieren von Plasmodium verhindern oder
Malariatoxine, wie z.B. den Glykosylphosphatidylancker (GPI), der als Verankerungseinheit
in etlichen Parasiten Proteine vorhanden ist, neutralisieren. Wiirde dieser Anker durch humane
Antikorper neutralisiert werden, kdnnte man gefdhrliche Krankheitssymptome der Malaria
tropica abschwéchen.

Impfstoffe gegen das erythrozytire oder asexuelle Blutstadium wenden sich gegen freie
Merozoiten und parasitierte Erythrozyten. Es wire ideal, wenn sich P. falciparum wéihrend
der pri-erythrozytdren Phase stoppen liesse, die noch asymptomatisch ist. Doch dieses Ziel ist
mit einer Impfung schwer zu erreichen, da ein einziger infizierter Hepatozyt, welcher der
Immunisierungsiiberwachung entgeht, fiir den Befall der roten Blutkdrperchen ausreicht. Die
Mehrzahl der exprimierten Malaria-Antigene unterscheidet sich bei den verschiedenen
Stadien. Daher wiirde bei einer pré-erythrozytiren Vakzine keine Immunitit gegen
Merozoiten und parasitierte Erythrozyten existieren. Eine nicht hundertprozentig wirksame
pra-erythrozytdre Vakzine konnte daher zu schweren Malaria-Erkrankungen fithren. Im
Gegensatz dazu hat ein Impfstoff gegen das Blutstadium von Plasmodium vor allem die
Aufgabe, die Mortalitdt und Morbiditidt der Erkrankung zu verringern und muss nicht
unbedingt eine sterile Immunitét gegen den Erreger erzielen. Die Zielgruppen einer solchen
Vakzine befinden sich in Malaria-endemischen Gebieten, in denen besonders die gefdhrdeten
Kleinkinder von profitieren wiirden.
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Interessante Antigene fiir einen Impfstoff gegen asexuelle Blutstadien sind Proteine, die
auf der Merozoitenoberfldche exprimiert werden und sich an der Invasion in die Erythrozyten
beteiligen oder aber Parasitenproteine in der Oberflichenmembran des parasitierten
Erythrozyten, die fiir die Sequestrierung von P. falciparum verantwortlich sind.

Das Apical-Membrane-Antigenl (AMA-1) ist ein in den Rhoptrien lokalisiertes Protein,
das nach Aufbrechen der Schizonten auch auf der Merozoitenoberfliche gefunden wird
(Triglia et al. 2000). In einer Studie konnten Antikdrper von humanem Serum, die gegen eine
Ectodomidne von AMA-1 gerichtet waren, die Invasion von sowohl homologen als auch
heterologen P. falciparum-Merozoiten stark hemmen (Hodder et al. 2001). Auch konnten
Saimiri Affen, die mit Bakulovirus-produziertem AMA-1 von P. fragile geimpft wurden,
sowohl eine Infektion mit P. fragile als auch mit heterologem P. falciparum bis zur
undetektierbaren Parasitaemie beherrschen (Collins et al. 1994). Diese Ergebnisse weisen auf
schiitzende konservierte Epitope hin, die aus AMA-1 einen vielverspechenden
Impfstoffkandidaten machen.

Einen Impfstoff mit dem P.falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1 (PfEMP-1) zu
entwickeln ist wegen der hohen Variabilitit des Proteins problematisch (Baruch et al. 1995;
Smith et al. 1995). PfEMP-1 befindet sich auf der Erythrozytenoberflache und ist u. a. fiir die
Adhésion von infizierten Erythrozyten an CD36 Rezeptoren von Endothelzellen oder an
Chondroitinsulfat A (,,CSA®) der Plazenta verantwortlich. PfEMP-1 enthélt ebenfalls
konservierte extrazelluldre Bereiche. Antikdrper gegen diese Bereiche wirken auch gegen
heterologe Plasmodiumstimme, so da man von konservierten immunogenen Epitopen
ausgehen kann. Es miifte also moglich sein, einen anti-Adhédsions-Impstoff zu entwickeln, der
Antikorperantworten gegen CSA-bindende Parasiten auslost und damit Schwangere schiitzt.

Das EBA-75 von P. falciparum Merozoiten ist ecbenfalls Ziel intensiver
Impfstoffentwicklungen. Die funktionelle Eigenschaft des EBA-75 Molekiils, als Ligand auf
der Erythrozytenoberfliche Glycophorin A zu binden impliziert die Mdoglichkeit, {iber einen
Impfstoff die Invasion der Parasiten in rote Blutkorperchen zu hemmen. Die rekombinant
hergestellte Bindungsdomidne von EBA-75 (,,RII*) hat in Immunisierungen zu protektiven
Immunantworten bei Aotus Affen gefiihrt (Jones et al. 2001).

AulBler EBA-75 gibt es noch verschiedene Oberflachenproteine des Merozoiten, die alle
potentielles Ziel einer protektiven Immunantwort sind. Epidemiologische Untersuchungen
finden sowohl fiir das MSP-2 (merozoite-surface-antigen2) als auch fiir MSP-3 Hinweise auf
immunologisch relevante Epitope, die mit Schutz korrelieren (Oeuvray et al. 1994; Taylor et
al. 1998). Der vielversprechendste Kandidat der Merozoiten Oberflachenproteine ist jedoch
das Merozoite-Surface-Protein-1 (MSP-1).

1.3 Das Merozoitenoberflachenprotein-1: MSP-1

Bei der andauernden Suche nach einem Impfstoff gegen das erythrozytire Stadium ist
MSP-1 das am besten charakterisierte Zielantigen auf der Merozoitenoberfldche. Es ist ein
190-bis 200-kDa groBles Protein, das wéahrend des Lebenszyklus des Parasiten zum ersten Mal
in spiten Trophozoiten und Schizonten des Leberstadiums nachgewiesen werden kann
(Szarfman et al. 1988; Suhrbier et al. 1989). Wenn ausgewachsenen Leber-Schizonten die
invasiven Blutstadien in das Blutsystem entlassen, ist MSP-1 homogen auf deren Oberfliche
verteilt und bildet das Hauptoberfldchenprotein der Merozoitenhiillen.
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1.3.1 MSP-1: Komplex und Prozessierung

Das Membranprotein ist iiber einen Glycosyl-Phosphatidyl-Inositol (GPI)-Anker mit
der Merozoitenoberfliche verbunden. Wihrend der Schizogonie wird ein grof3es
Vorlauferprotein (190-kDa) synthetisiert, welches nach dem Translozieren an die
Merozoitenoberfldche in vier Hauptfragmenten prozessiert wird. Diese Fragmente p83 (N-
Terminus), p30 und p38 (zentral gelegen) und p42 (C-Terminus) bilden einen nicht-kovalent
assoziierten Komplex auf der Merozoitenoberfliche des Parasiten (McBride and Heidrich
1987). p42 verbindet den Komplex iiber die GPI-Einheit mit der Parasitenmembran.
Zusiatzlich sind an den Komplex noch mindestens zwei Polypeptide assoziert, die nicht aus
dem 190-kDa Protein stammen, namlich MSP-7, 22-kDa und MSP-6, 36-kDa (Stafford et al.
1996).

Das primér prozessierte MSP-1 wird bei der Invasion eines roten Blutkdrperchens ein
zweites Mal gespalten, wobei aus dem 42-kDa Fragment p33 und pl9 entsteht. Fiir beide
proteolytischen Spaltungsprozesse sind die verantwortlichen Proteasen nicht identifiziert
(Cooper and Bujard 1992). Wihrend das C-terminale 19-kDa Fragment membrangebunden
bleibt und die Invasion in den Erythrozyten ,,liberlebt”, wird das 33-kDa Fragment mit dem
Rest des Komplexes abgestreift (Blackman et al. 1990). Diese Prozessierungsprodukte sind
auch im Uberstand von P. falciparum Kulturen zu finden (Holder et al. 1985).

1.3.2 Struktur

Die Sequenzanalyse von MSP-1 Genen verschiedener P. falciparum Isolate ergab, daf3
sich die p190-Allele zwei verschiedenen Grundtypen, dem MAD20 oder K1 Typ, zuordnen
lassen und daher als ,,dimorph* bezeichnet werden. Zwischen den langen dimorphen
Bereichen des Molekiils gibt es auch hoch konservierte Regionen, insbesondere an den Enden
von MSP-1 und kurze Abschnitte hoherer Homologie sowie zwei variable Abschnitte,
weshalb das MSP-1 Gen in 17 Sequenzblocke eingeteilt wurde (Tanabe et al. 1987; Miller et
al. 1993) (Abb. 1-4, A). Im konservierten Block eins befindet sich N-terminal eine 19 AS
lange Signalpeptidsequenz, die im Endoplasmatischen Retikulum abgespalten wird. Block
zwei und vier sind als einzige Abschnitte oligomorph und exisitieren in mehr als zwei
verschiedenen Sequenztypen (Peterson et al. 1988). Der fiir pl19 kodierende C-Terminus,
Block 17, ist hoch konserviert. Man findet in Block 17 nur vier Aminosiuresubstitutionen in
verschiedenen Laborisolaten von P. falciparum, und auch in Feldisolaten ist die Variabilitdt
stark begrenzt. Dieser cysteinreiche Bereich des Proteins faltet sich {iber sechs
Disulfidbriicken zu Dominen, die dem epidermalen Wachstumsfaktor dhnlich (EGF-
Domaénen) sind, und deren Struktur durch NMR Spektroskopie aufgeklért ist (Morgan et al.
1999). Als weitere Besonderheit enthélt die Region am &uBlersten C-Terminus eine
Membranankersequenz (Mackay et al. 1985). Die hydrophoben Aminosduren werden
abgespalten und durch den vorsynthetisierten GPi-Anker ersetzt. Die Vorstellung, dal MSP-1
glykosyliert wird (Dieckmann-Schuppert et al. 1994) ist inzwischen iiberholt (Berhe et al.
2000).

AuBer fiir den C-terminalen Teil war iiber die Struktur der restlichen ungefahr 95% des
MSP-1 Komplexes bis vor kurzem wenig bekannt. In einer aktuellen Arbeit wurden
Interaktionsstudien zwischen rekombinant hergestellten MSP-.1 Proteinen und partiell
proteolytische Verdaus der erhaltenen Komplexe durchgefiihrt. Dadurch konnte ein
strukturelles Modell vorgeschlagen werden, das das Arrangement der MSP-1 Untereinheiten
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untereinander und die Verteilung von kompakten und flexibleren Dominen innerhalb des
Komplexes beschreibt (Kauth et al. 2003)(Abb. 1-4, C).

1.3.3 Funktion von MSP-1

Die genaue Funktion von MSP-1 ist unklar. Mehrere Hinweise deuten auf eine
Beteiligung des Proteinkomplexes beim Eindringen in den Erythrozyten. Die Invasion des
Merozoiten in einen Erythrozyten ist ein mehrstufiger Prozess, beginnend mit dem Anheften
des Merozoiten an die Erythrozytenoberfliche. AnschlieBend orieniert sich der Parasit um, so
daf das apikale Ende mit den Organellen Rhoptrien, Micronemen und Dichte Granula den
Kontaktpunkt bildet. Der Merozoit ist nun irreversibel gebunden. Es beginnt der aktive
Invasionsvorgang, bei dem sich durch FEinstiilpen der Wirtsmembran die parasitophore
Vakuole bildet. Perkins zeigte 1988, dal MSP-1 Sialinsdure auf den roten Blutkérperchen
binden kann, so dal MSP-1 zumindest an der initialen Anheftung an den Erythrozyten
beteiligt sein konnte (Perkins and Rocco 1988).

Die Hemmung des zweiten Prozessierungsschrittes von MSP-1 Unteinheit p42 durch
Antikorper blockiert die Invasion, so dal der Komplex in diesen Vorgang involviert ist und
notwendig zu sein scheint (Blackman et al. 1994). Auch aufgrund dieser Daten richtet sich das
Interesse vor allem auf den C-terminalen Teil von MSP-1 mit den zwei EGF-dhnlichen
Doménen, die in homologen Molekiilen Bindungsfunktionen haben. Deletiert man msp-1 in P.
falciparum tiber homologe Rekombination, sind die Parasiten nicht lebensfahig (O'Donnell et
al. 2000). Dies bedeutet, dal MSP-1 fiir die Lebensfahigkeit von P. falciparum essentiell ist.
In der gleichen Arbeit von O’Donnell wird die funktionelle Konservierung des 19-kDa
Fragmentes bei verschiedenen Plasmodiumarten demonstriert. Die EGF-Domine des P.
falciparum 19-kDa Fragmentes konnte erfolgreich mit der entsprechenden Doméne eines
Nager-Malaria Erregers, P. chabaudi, komplementiert werden. Dies ist insofern erstaunlich,
da P. chabaudi p19 nur 34% Sequenzhomologie zu P. falciparum aufweist. Daher scheint die
Funktion, die p19 bei der Erythrozyten Invasion spielt, bei den verschiedenen Plasmodium
Arten dhnlich zu sein, trotz grof8er Unterschiede in der AS Sequenz.
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Abb. 1-4 Struktur von MSP-1

A Blockstruktur nach Tanabe (Tanabe et al. 1987): Sequenzierungen verschiedener MSP-1 Allele ergaben
Bereiche unterschiedlicher Sequenzhomologie innerhalb verschiedener P. falciparum Stdimme. Die Abb. zeigt
schematisch die Einteilung von MSP-1 in Sequenz-Blocke unterschiedlichen Konservierungsgrades. Pfeile
weisen auf proteolytische Schnittstellen hin, die zu priméren (p83, p30, p38, p42) und sekundiren (p33, p19)
Prozessierungsfragmenten fithren. SP, Signalpeptid; GA, Signalsequenz fiir die Anheftung des GPI-Ankers. B
Sequenzdimorphismus der synthetischen msp-1-Gene:Schematische Darstellung der Sequenzzugehorigkeit
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von msp-1 Genen der in unserem Labor verwendeten FCB-1 und 3D7-Isolate zu den Allelprototypen K1 und
MAD-20. Unterschieden wird zwischen konservierten, dimorphen und variablen Bereichen. Bis auf Block 2
entspricht FCB-1 dem K1-Typ, wihrend die 3D7-Version bis auf Block 2 und Block 4 den MAD-20 Typ
reprasentiert. C Modell fur die Gesamtstruktur des prozessierten MSP-1: Dargestellt sind die natiirlichen
Prozessierungsfragmente in Wei3- und Grauschattierungen vor und nach Thrombin-Verdau. Regionen in denen
die Untereinheiten interagieren sind als iiberlappend dargestellt. Linker-Regionen, die von der Protease
Thrombin gespalten werden, sind als schwarze Linien gezeichnet. Die eigentliche Position der Thrombin-
Schnittstellen wird durch Pfeile angezeigt. Der N-terminale Teil von p83 wird durch Thrombin Verdau
freigesetzt. Ubrig bleibt der C-terminale Teil von p83 (C-83), der mit p30 interagiert. Ebenfalls an p30 binden
p38 und p42, die ebenfalls miteinander interagieren. Der N-terminale Bereich von p38 wird abgespalten, wenn
nicht vorher an der Schnittstelle des C-terminalen Teils von p38 geschnitten wurde. Ob der C-terminale Bereich
von p38 tatsdchlich dissoziiert war nach den Daten von Kauth et al. nicht zu bestimmen.

1.3.4 Warum ist MSP-1 ein guter Impfstoffkandidat ?

Antikdrpertiter korrelieren mit Schutz vor Reinfektion

Bei der Evaluierung von MSP-1 als Impfstoffkandidat sind Feld-Studien in
endemischen Gebieten interessant, um die natiirliche menschlichen Immunantwort gegen den
Komplex zu charakterisieren. In einer Studie in Mali wurde zum ersten Mal eine Korrelation
zwischen Antikorpertitern gegen einen Bereich von MSP-1 und Schutz vor Reinfektion und
hoher Parasitaemie gefunden (Tolle et al. 1993). Diese Region befand sich in einem
dimorphen Teil der p83 Untereinheit von MSP-1. Eine weitere Studie in Westafrika
assoziierte in zwei Populationen von Kindern klinische Immunitit gegen P.falciparum
Malaria mit Serumantikérpern gegen die C-terminalen EGF-Doménen des p19 (Egan et al.
1996). Antikérper gegen pl9 konnten aus dem Serum von immunen Erwachsenen
aufgereinigt werden und hemmten bei physiologischer Antikdrperkonzentration in vitro das
Parasitenwachstum (Egan et al. 1999). Doch auch andere Regionen des MSP-1-Molekiils
erscheinen fliir Immunitét relevant zu sein. Convay et al. zeigte vor kurzem, dall Serum IgG
Antikorper endemischer Populationen gegen Block zwei von MSP-1 mit Schutz vor P.
falciparum korrelieren (Conway et al. 2000). Tolle et al. fand in der oben erwéhnten Studie in
Mali ebenfalls, dal3 der polymorphe Block 2 von MSP-1 immunogen ist (Tolle et al. 1993).
Die humane Antikérperantwort scheint insgesamt hauptsachlich gegen nicht-konservierte
MSP-1 Regionen gerichtet zu sein (Friih et al. 1991).

Immunisierungsversuche mit MSP-1

Aufgrund der Korrelationen von Serumantikoérpern gegen MSP-1 mit Schutz vor
P.falciparum Malaria wurden eine Reihe von Immunisierungen mit MSP-1 durchgefiihrt.

Immunisierungen mit aufgereinigtem P. yoelii MSP-1 schiitzten Méuse vor einer
Infektion mit dem Parasiten (Holder and Freeman 1981). Auch rekombinant hergestellte
Teilfragmente von MSP-1 wie p19 oder p42 konnten eine protektive Immunantwort erzeugen.
(Ling et al. 1994; Hirunpetcharat et al. 1997; Tian et al. 1997). Reduziertes MSP-1 konnte
jedoch nicht mehr vor P.yoelii schiitzen, so daB intakte Disulfidbriicken der zwei EGF-
dhnlichen Doménen flir den Immunisierungserfolg wichtig sind (Locher and Tam 1993). Man
kann das mit der Tatsache erkldren, dal es bekanntermaflen konformationelle Antikorper
gegen gefaltete EGF-Doménen gibt, die die zweite Prozessierungsstelle von MSP-1
blockieren und damit eine Invasion des Parasiten verhindern (Blackman et al. 1994; Daly and
Long 1995).

Die iiberzeugendsten Hinweise, da MSP-1 zu einer protektiven Immunantwort
beitrdgt, kommen jedoch aus in-vivo Experimenten an Affen. In einem ersten Experiment
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konnten mit nativem MSP-1 geimpfte Aotus Affen vor einer tddlichen P. falciparum
Infektion geschiitzt werden (Siddiqui et al. 1987). In den nachfolgenden Jahren versuchte
man, dieses Ergebnis erneut mit nativem MSP-1 und mit rekombinant produzierten MSP-1
Fragmenten (p19 oder p42) zu reproduzieren. Der Grad der Protektion mit nativem MSP-1
war hoch, wihrend die Immunisierungserfolge mit rekombinanten Fragmenten variabel
ausfielen (Etlinger et al. 1991) (Holder et al. 1988; Herrera et al. 1990; Herrera et al. 1992;
Kumar et al. 1995; Egan et al. 2000; Stowers et al. 2001). Erfolgreich verliefen
Immunisierungen mit aus Baculoviruskulturen aufgereinigtem p42 in Aotus nancymai Affen
(Chang et al. 1996; Stowers et al. 2001; Stowers et al. 2002). Auch ein Impfstoff aus den
Blocken drei und vier von MSP-1 fusioniert an ein universelles T-Zell Epitop aus CSP zeigte
Schutzwirkung in Aotus griseimembra Affen (Herrera et al. 1992). Impfstoffe, die auf p19
basierten, waren weniger effektiv und konnten die Parasitenvermehrung anfianglich zwar
verlangsamen, aber die Affen in den meisten Studien nicht schiitzen. Eine Vakzine aus Hefe-
exprimiertem pl9 fusioniert an T Helferzell Epitope des Tetanus Toxoid, wurde allerdings
bereits auf Sicherheit und Immunogenizitit getestet. Eine partiell protektive Wirkung dieses
Impfstoffes konnte bei Aotus nancymai nachgewiesen werden (Egan et al. 2000; Kumar et al.
2000). In einer Phase I Studie wurden Malaria naive Freiwillige immunisiert. Zwar induzierte
die Immunisierung eine starke CD4+ T-Zell Lymphokin Antwort gegen pl9, doch die
Antikorpertiter der Immunisierten fielen niedrig aus (Keitel et al. 1999; Lee et al. 2002). Zwei
Phase I Studien und ein Phase II Versuch wurden auch mit einer drei-Komponenten Vakzine
durchgefiihrt, die aus rekombinant hergestelltem Block 3 und 4 von MSP-1, MSP-2 und
Teilen von Ring-infected-erythrocyte-surface-antigen (RESA) besteht (Saul et al. 1999;
Lawrence et al. 2000; Genton et al. 2002). Bei den geimpften und anschlieBend infizierten
Freiwilligen der Phase II Studie konnte keine sich verlangsamt entwickelnde oder reduzierte
Parasitdmie festgestellt werden (Lawrence et al. 2000).

Eine stabile Expression des Proteins MSP-1 in seiner vollen Lange war bis vor kurzem
in heterologen Expressionssystemen wegen des hohen AT Gehalts des Gens nicht moglich, so
daB man sich auf Teilfragmente beschrinken muflite. Aus diesem Grund fanden die meisten
Immunisierungen mit p19 oder p42 statt. Eine Neusynthese der beiden dimorphen Typen von
MSP-1 mit einem verringerten AT Gehalt behob das Problem, so dall das ganze Protein und
die Prozessierungsfragmente in E. coli rekombinant hergestellt werden konnen (Pan et al.
1999). Die in unserem Labor synthetisierten Gene entstanden auf der Grundlage der msp-1
Sequenz des FCB-1 bzw. 3D7 Isolats von P. falciparum, die zum Grofteil den K1 bzw.
MAD-20 Allelotyp repriasentieren. In Abb. 1-4, B sind die synthetischen Gene in ihrem
Sequenzdimorphismus dargestellt.

1.4 Ziele der Arbeit

Fiir die Entwicklung eines MSP-1-basierten Impfstoffs ist es wichtig, immunogene
Bereiche des Proteins zu identifizieren. Dies ist Ziel der vorliegenden Arbeit.

MSP-1 wird zum ersten Mal im Leber-Stadium des Parasiten exprimiert, so daf
prinzipiell eine Aktivierung des zelluldren Arms des Immunsystems in Form von CD8+ T-
Zellen moglich ist. Tatsdchlich konnte in Freiwilligen, die mit y-bestrahlten Sporozoiten
immunisiert wurden, eine proliferative T-Zell Antwort nachgewiesen werden (Krzych et al.
1995). Es ist ebenfalls gut dokumentiert, dal MSP-1 als Oberflaichenprotein auf Merozoiten
eine Antikorperantwort induziert. Fiir unseren experimentellen Impfstoff sollten daher
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Einleitung

immunodominante und immunogene Bereiche des Proteins identifiziert werden, die fiir die
humorale Immunantwort aber auch fiir die CD8+ T-Zell Aktivierung wichtig sind.

In vorangegangen prospektiven und longitudinalen Studien in unserem Labor wurde
bereits die humorale Antwort gegen iiberlappende kleine Fragmente des MSP-1 Proteins in
einer hyperendemischen Region in Mali analysiert (Muller et al. 1989; Fruh et al. 1991; Tolle
et al. 1993). Die inzwischen mdgliche rekombinante Herstellung der natiirlichen
Prozessierungsfragmente erdffnete die Moglichkeit, die humorale Immunantwort der
hyperendemischen Region in Mali neu zu evaluieren. Hierzu sollten die Titer MSP-1
spezifischer Antikdrper mittels ELISA bestimmt werden.

Zur Identifizierung von Epitopen, die von MSP-1-spezifischen zytotoxischen T-Zellen
erkannt werden, wurden zwei Strategien verfolgt. Mit der ersten Strategie sollte vor allem die
Auswirkung der intrazelluldren Prozessierung von MSP-1 auf die Auswahl der von HLA-
A*0201 Molekiilen présentierten Peptide untersuchen werden. Die Epitop-Vorhersage hat
sich in den letzten Jahren sehr verbessert Allerdings bleiben Komponenten wie Stabilitdt der
entstethenden MHC/Peptid Komplexe und die Prozessierung der Proteine bei
Computermodellen unberticksichtigt, die auf die MHC-Bindungsfahigkeit, von Peptiden
beschrinken. Deswegen, sollte eine transgene HeLa Zelllinie hergestellt werden, die MSP-1
Tetrazyclin reguliert exprimieren kann und MSP-1 spezifische Epitope auf HLA-A*0201
présentiert. In einer Kooperation mit der Gruppe von Prof. Rammensee unter der Leitung von
Priv. Doz. Stefanovic (Institut fiir Zellbiologie, Universitdt Tiibingen) sollten MSP-1 Epitope
mit dem ,,Serial-Epitop-Detection-System* identifiziert werden. Hierbei werden Peptid-MHC-
Komplexe aufgereinigt und anschlieBend im Massenspektrometer die Aminosduresequenz der
Peptide analysiert. So sollte die intrazelluldre Prozessierung von MSP-1 abgebildet und
hinsichtlich der Epitopauswahl fiir die Impfstoffentwicklung bewertet werden. In einem
zweiten Ansatz sollten die identifizierten Epitope mit einer computergestiitzten Petid-Motiv-
Vorhersage verifiziert werden, die die Bindungsféhigkeit der einzelnen Peptide an den HLA-
A*0201 Rezeptor berechnen kann.

Die mit diesen beiden Methoden bestimmten Peptide sollten mittels eines Mausmodells
auf ihre immunogenen Eigenschaften getestet werden. Hierzu sollten Mé&use verwendet
werden, die transgen fiir den humanen HLA-A*0201 Rezeptor sind (Pascolo et al. 1997).
Diese Méuse sollten mit MSP-1 exprimierenden viralen Vektoren (Modified-Vaccinia-
Ankara) immunisiert werden um die CD8+ T-Zell Antwort gegen MSP-1 Epitope zunéchst in
IFN-y Elispot Assays zu bewerten.

Zusitzlich sollte die Tetramer-Technologie etabliert werden, die eine weitere Analyse
der CD8+ T-Zell auf quantitativer Ebene erleichtern sollte. Mit dieser Methode kann man
sowohl quantitativ CD8+ T-Zell Reaktionen gegen MSP-1 Epitope erfassen als auch die
Entwicklung einer Immunantwort wéihrend eines Immunisierungsprotokolls verfolgen.
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2 Abktrzungen und Definitionen

2.1 Abklrzungen

AA Acrylamid

Abb. Abb.

Ak Antikorper

AMA-1 Apikales Membranantigen-1

Amp Ampicillin

AP Alkalische Phosphatase

APC Antigen-priasentierende Zelle

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséure(n)

ATP Adenosintriphosphat

32m 32-mirkoglobulin

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Bis-AA N, N'-Methylen-Bisacrylamid

BSA Rinder-Serumalbumin (,,Bovine serum albumine*)
C-terminal Karboxyterminal

CM Chloramphenicol

CTP Cytosintriphosphat

CTL Zytotoxische T-Zellen

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

DNase Desoxyribonuklease

dsDNA doppelstrangige DNA

DTT Dithiothreitol

Dox Doxyzyklin

EBA-175 175 kDa Erythrozytenbindendes Antigen
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiaminotetraessigsdure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

ELISA »enzyme linked immunosorbent assay“
ESI Elektrospray Immunisierung

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

FCS Fotales Kélberserum (Fetal calf serum)
FITC Fluorescein Isothiocyanat

GFP Green-Fluorescent-Protein

h hour

hc heavy chain

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonsédure
His Histidin

HLA Humanes Leucozyten Antigen

IBs Einschlusskorperchen (,,inclusion bodies®)
Ig Immunoglobulin

IL Interleukin
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IPTG Isopropyl-thio-D-Galaktopyranosid

IRES Interne-Ribosomenbindestelle

Kan Kanamycin

LB-Medium Luria-Broth Medium

mAK Monoklonaler Antikdrper

MHC ,major histocompability complex*

MS Massenspektrometrie

MSP-1 Merozoitenoberflachenprotein-1 (,,merozoite surface protein-1°)
MVA Modified-Vaccina-Virus-Ankara

MW Molekulargewicht (,,molecuar weight*)
N-terminal Aminoterminal

NBT p-Nitrotetrazoliumblauchlorid

NP 40 Nonident P 40

NTP Ribonukleotidtriphosphate

OD Optische Dichte

ORF Open-reading-frame

ori Replikations-Ursprung (,,origin of replication®)
p Plasmid

p(Zahl), z.B. p42 Protein mit entsprechendem Molekulargewicht in kDa
P. falciparum Plasmodium falciparum

PAA Polyacrylamid

PBS ,phosphate buffered saline®, isotonischer Phosphatpuffer
PCR Polymerase Kettenreaktion

PE Phycoerythrin

pH negativer dekadischer Logarithmus der H" Ionenkonzentration
RNA Ribonukleinsdure

RNase A Ribonuklease A

RT Raumtemperatur

rtTA reverse Transaktivator

SDS Natriumdodecylsulfat

SERP Serinreiches Protein

sog. sogenannt

ssDNA einzelstringige DNA

dsDNA doppelstrangige DNA

Tab. Tabelle

TBS ,,I'ris buffered saline", isotonischer Tris-Puffer
TBST ,,Iris buffered saline" + Tween 20

TCR T-Zell-Rezeptor

T. gondii Toxoplasma gondii

TEMED Triethylmethylethyldiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

tTA Transaktivator

TX 100 TritonX 100

UN Uber Nacht

UNK Ubernachtkultur

Vol. Volumen

z. B. zum Beispiel
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Abkurzungen und Definitionen

wt

2.1.1 Einheiten

A
Bp
Da
g

h
kD

1
Mol
U
Upm
V

2.1.2 Vorsatze

T BE B R

cHaap»

Ala A
Arg R
Asn N
Asp D
Cys C
Gln Q
Glu E
Gly G
His H
Ile I

Wildtyp

Ampere

Basenpaar(e)

Dalton

Gramm/Erdanziehunskraft
Stunde(n) (lat. ,,hora*)

Kilodalton

Liter

ca. 6,023 x 10* Molekiile

Einheit der Enzymaktivitit (,,unit*)
Umdrehungen pro Minut

Volt

kilo 10°
milli 107
mikro 107
nano 107
piko 1072
femto 107"

2.1.3 Basen/Nukleoside

Adenin/Adenosin
Cytosin/Cytidin
Guanin/Guanosin
Thymin Thymidin
Uracil/Uridin

2.1.4 Nomenklatur der Aminosauren nach IUPAC-IUB Vereinbarungen (1969)

Alanin Leu L Leuzin
Arginin Lys K Lysin
Asparagin Met M Methionin
Asparaginsdure Phe F Phenylalanin
Cystein Pro P Prolin
Glutamin Ser S Serin
Glutaminsdure Thr T Threonin
Glyzin Trp W Tryptophan
Histidin Tyr T Tyrosin
Isoleuzin Val Vv Valin
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Abkurzungen und Definitionen

2.2 Definitionen

In dieser Arbeit wurden zum Teil englische Fachausdriicke beibehalten, da entweder
keine sinnvolle, oder nur eine umstindliche Ubersetzung ins Deutsche mdglich ist.

,blocking*
Blot
,,.blunt-end*
,,b00st
Maxiprip

Miniprap
Pellet

Primer

Tag

,repeat®
,,well
Western-Blot

Absittigung unspezifischer Bindungsstellen

Transfer von Protein, DNA oder RNA auf Membranen

»glattes®, nicht iiberhdngendes DNA-Ende

Wiederholte Immunisierung mit dem gleichen Antigen

Schnellmethode zur Plasmid-DNA-Isolierung und Aufreinigung aus
E.coli mit hoher DNA-Ausbeute

Schnellmethode zur Plasmid-DNA-Isolierung und Aufreinigung aus
E.coli mit geringer DNA-Ausbeute

Sediment

Oligo(desoxy)nukleotide, die nach Paarung mit dem komplementéren
DNA-Strang bei der enzymatischen DNA-Synthese als Startstelle dient
Sequenz zur Aufreinigung tiber Affinitdtschromatographie

sich wiederholendes Sequenzmotiv

Vertiefung in einer Zellkultur- oder Reaktionsplatte

Proteintransfer vom PAA-Gelen auf Nitrozellulose-oder PVDF-
Membranen
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3.1 Laborausstattung

Brutschrank B5060 EC/CO2
Computer-Hardware:
Scanner ,,Linoscan*
Computer-Software:
Adobe Photoshop 5.0
Canvas 7
Cell Quest 4.0
DNAStar
DNA Strider 1.3
EndNote 5
Excel 2001
IPLabs 3.0
MS Word 2000
MacPlasmap 2.05
Netscape Navigator 6.2
Powerpoint
Cryo Einfrier-Behalter
Durchlichtmikroskop
Elektrophoreseapparaturen
Elektroelutionsapparatur
ELISA-Reader
FACSscan
Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop Leitz DMR
FluBchromatographiesysteme:
,Akta Purifier 100“
Akta Basic*
Saulenkorper und Zubehor
Durchflusszytometer ,,FACScan“
Fotoschale
French-Pressure-Cell
Gasbrenner GASI 3.340
Gefrierschrank -80° C
Geltrockenrahmen
Grobwaage Typ 1474
Kihlzentrifuge Sorvall RC-5B, RC-3B
Labor pH-Meter
Leuchtplatte Rex
Lichtmikroskop Labovert
Magnetrihrer
Mikrowellenherd
Gelelektrophoreseapparatur
Netzgerat ECPS 3 000/150
Netzgerdt LKB 2103 & 2197
Peristaltikpumpe P-100
Pipetman Gilson P2, P20, P200, P1000
Pipettierhilfe R.301
Rotoren SS-34, GSA, GS-3, SA 600
Schittelinkubator
Schiittler Eppendorf 5432
,»Sonifier Cell Disruptor*
Speed-Vac-Concentrator Savant
Spektrophotometer Ultrospect 111

3 Material

Heraeus GmbH, Hanau
MaclIntosh iBook, Laserwriter Plus
Heidelberger Druckmaschinen

Adobe Systems Inc., USA

Deneba Software Inc., Miami, USA
Becton Dickinson

DNAStar Inc., USA

Commisariat a I'Energie Atomique, France
Niles&Associates Inc., CA, USA
Microsoft Corporation, CA, USA
Signal Analytics Inc., CA, USA
Microsoft Corporation, CA, USA
Jingdong Liu; Salt Lake City, USA
Netscape Communications Corp., USA
Microsoft Corporation, CA, USA
Nalgene, Nunc International

Leitz, Wetzlar

ZMBH, Heidelberg

ZMBH, Heidelberg

MWG, Ebersherg

Becton-Dickinson

Sartorius, Gottingen

Leica; Wetzlar

Amersham Bioscience, Freiburg
Amersham Bioscience, Freiburg
Amersham Bioscience, Freiburg
Becton-Dickinson, Heidelberg
Migge, Heidelberg

Schiitt, Gottingen

Labotech

Promega, USA

Mettler, Géttingen

DuPont, Bad Homburg

Knick

Messinstrumentebau GmbH, Erlangen
Leitz; Wetzlar

Bachofer; Degerschlacht
Phillips

Biometra,

Pharmacia, Dilbendorf, Schweiz
LKB, Bromma, Schweden
Amersham Bioscience, Freiburg
Abimed; Dusseldorf
Tecnomara, Zirich

DuPont, Bad Homburg

Infors AG, Basel, Schweiz
Migge, Heidelberg

Branson tiber Heinemann, Heidelberg
Bachofer, Reutlingen
Pharmacia
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Steril-Werkbank BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH
Stickstofftank BT 40 L air Liquide

Thermocycler ,,Robocycler” Sratagene, Amsterdam

Thermoschdittler ISF-1-V Adolf Kiihner AG; Schweiz
Tischschittelinkubator Typ 82/180 Infors AG, Basel, Schweiz
Tischzentrifuge, Biofuge A Heraeus Christ AG, Zirich, Schweiz
Transluminator UVF Herolab; Wiesloch

Ultrafiltrationszelle (Amicon 8050) Millipore

Ultrazentrifuge TLA 100 Beckman Instruments, Inc., Palo Alto, CA
UV-Handlampe Typ 70 481 Reichelt,

UV-Stratalinker Stratagene, Amsterdam

Vakuumpumpe, Beta Heraeus Christ AG, Zirich, Schweiz
Videosystem CS 1 Cybertech; Berlin

Vortex-Genie Bender und Hobein AG, Zirich, Schweiz
Wasserbad, U3/7A Julabo, Seelbach

Wasserbad, 1002 GFL, Burgwedel

Zellkulturzentrifuge Rotanta/RP Hettich; Tuttlingen

Zentrifuge Mikrorapid K Hettich, Tuttlingen

3.2 Verbrauchsmaterialien

3MM Chromatographiepapier Vetter, St.Leon-Rot
Coomassie-Blau Serva, Heidelberg
Cytofix/Cytoperm+ Golgiplug BD Biosciences
Dialysemembranen Spectra/Por 1, 2 und 4 Roth, Karlsruhe

Einmachfolie ,, Alba“ Gehring + Neiweiser, Bielefeld
ELISA ,,96 well“-Platten Nunc GmbH
Eppendorf-ReaktionsgeféRe 3810 Eppendorf, Hamburg

Falcon Steril-Réhrchen ( 50ml, 15ml) Falcon, Heidelberg
Filtrationsmembran (Typ GS 0,22um) Millipore

Handschuhe Glovex Beiersdorf, Hamburg
Jetstar-DNA-Chromtographieséaulen Genomed
Konzentratorréhrchen ,,vivaspin 500 Vivascience, UK

Obijekttrager Menzel Glasser, Uber Migge; Heidelberg
Pasteurpipetten Migge, Heidelberg
Pipettenspitzen fur P1000 Bayer, Mannheim
Pipettenspitzen fir P2, P20, P200 Abimed, Disseldorf
PVDF-Membran ,,Immobilon-P* Millipore, Eschborn
QIAquick-spin PCR Reinigungssaulen Qiagen; Hilden
Quarzglas-Kivetten Hellma, Miinchen
Zell-Filter(Aufsatz flr Falcon)(40um/Blau) BD, Falcon

3.3 Chromatographiemedien

Protein A Sepharose 4 Fast Flow, Amersham Bioscience, Freiburg
Chelating Sepharose 4 Fast Flow, Amersham Bioscience, Freiburg
Superdex 200 HR 10/30 Amersham Bioscience, Freiburg
Superdex 75 (HiLoad 16/60) Amersham Bioscience, Freiburg
Glutathion-Sepharose 4 Fast Flow Amersham Bioscience, Freiburg
GSTrap (Iml und 5ml) Amersham Bioscience, Freiburg
Hi-Trap Protein G HP (1ml) Amersham Bioscience, Freiburg
Hi-Trap Desalt 5ml Amersham Bioscience, Freiburg
Hi-Prep 26/10 Desalting Amersham Bioscience, Freiburg
Hi-Trap Chelating (1 ml und 5 ml) Amersham Bioscience, Freiburg

3.4 Chemikalien

Acrylamidlésung 40% (37,5 : 1) Applichem, Darmstadt
Agarose Life Technologies, Scotland
Ampicillin Sigma, Deisenhofen
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(L-)Arginin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton
Biuret-Reagenz ,,BioQuant*
Bradford ,,Protein Assay*
Bradford ,,Protein Assay DC*
Bromphenolblau
Chloramphenicol

Complete Mini Proteaseinhibitoren
DMP (Dimethylpimelimidat)
DMSO

DTT

EDTA

Ethidiumbromid
Formaldehyd (37%)
Glutaraldehyd (70% in H,0O)
Glutathion oxidiert
Glutathion reduziert

Glycin

IPTG

Leupeptin
NBT/BCIP-Tabletten

NP-40 (als Igepal CA 630)
SDS

Pefabloc SC

Pepstatin

PMSF

Propidiumiodid
Protein-Standard

TLCK

Tris

Triton X-100

Tween 20

Trypan-Blau

3.5 Enzyme

Biotin Protein LigaseBirA
Alkalische Phosphatase (CIP)
Tag DNA Polymerase

DNase |

Pwo DNA Polymerase
Restriktionsendonukleasen

RNase A
T7 DNA Polymerase
T4 DNA-Ligase

3.6 Seren und Antikdrper

Sigma, Deisenhofen
Difco Labs, Detroit USA
Difco Labs, Detroit USA
Merck, Darmstadt
BioRad, Miinchen
BioRad, Miinchen
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Biomol, Hamburg
Roche

Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Molecular Probes
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma

Avidity

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Amersham Bioscience, Freiburg
New England Biolabs; Schwalbach
Serva, Heidelberg

Pharmacia, Freiburg

Roche, Mannheim

Material

Ratte anti-Maus-1FN-y Klon RMMG-1,Biosource Europe
Biotin-konjugiert Ratte anti-Maus IFN-y Klon XMG1.2 BD Pharmingen
anti-Human lIgG-AP Promega

Idiotyp-Kontrolle Maus-1gG1-APC Klon MOPC-21, BD
Idiotyp-Kontrolle Ratte-1gG1-APC Klon R3-34, BD
Idiotyp-Kontrolle Ratte-1gG2a-FITC Klon R35-95

Idiotyp-Kontrolle Maus IgG1-FITC Klon MOPC-21, BD

Maus IgG1 anti-Human-1FN-y-APC Klon B27, BD

Ratte 1gG1 anti-Maus-IFN-y-APC Klon XMG1.2, BD
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Material

Ratte anti-Maus Fc-Block BD

Ratte 1gG2a anti-Maus-CD8a-FITC BD

Maus IgG1 anti Human-CD8-FITC BD
anti-Maus-CD3 kein Azid!, BD
anti-Human-CD3 kein Azid!BD

Maus anti-HLA-A,B,C 1gG2a-FITC (W6/32)

Dr. Moldenhauer, DKFZ, Heidelberg

mAk 5.2

Dr Hui, University of Hawaii, USA

Kaninchen Serum anti-d-HX30

Charles River

Kaninchen Serum anti-d-HX42dEGF

Charles River

Kaninchen Serum anti-dHX42 Charles River

anti-His-Tag Roche

3.7 Primer (5'- 3°)

3.7.1 Klonierungen

Hygromyzin la -CCATGGGAAAGCCTGAACTCACCGCGACG

Hygromyzin 1b -GGAAAGAAGCGGCCGCTCAGTTAGCCTCCCCCATCTC-
Oligol1forward -TCGACATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTA

TTGGCGCGCCACGCGTATAACTTCGTATAGCATACATTA
TACGAAGTTATACTAGTGCGGCCGCT-

Oligolreverse -CTAGAGCGGCCGCACTAGTATAACTTCGTATAATGTAT
GATATACGAAGTTATACGCGTGGCGCGCCAATAACTTCG
TATAATGTATGCTATACGAAGTTAT-

Oligo2forward -CTAGTACCATGGGATCCATCGATTCCGGAT-

Oligo2reverse -CTAGAATCCGGAATCGATGGATCCCATGGT-

p38fXaup -GGCCATCGATATCGAAGGTCGTAACGACGACACCTCTCACTC-

p38fXadown -GGTTCTGCAGTTACTCACCGGTGACCACCT-

p42f1ClaXaA -GGCCATCGATATCGAAGGTCGTGCTGTCACTCCTTCCGTGATT-

p42f1HindIlIB -GCCCAAGCTTTTAATTAGAGCTGGAGCAA-

p42XbalB GCTCTAGATTAATTAGAGCTGGAGCAAATC-

pl9fClalXaA -GGCCATCGATATCGAAGGTCGTAACATCTCCCAGCACCAATGC-

p83fClaXaA -GGCCATCGATATCGAAGGTCGGTGACCCACGAATCCTATCAG-

p83flB -GGTTCTGCAGTTAGAACACTTTCAGTTTGTC-

p190fdEGFPvull A -GGTCTCTCAAGAAACAGCTGGAG-

p190fEGFHindlIIXbalB -GCCCAAGCTTTCTAGATTATTGGTGCTGGGAGATGTTC-

p42fEGFSspBIA -CGAAACCCTGTACAAGACAGTG-

p30dClaXaup -GGCCATCGATATCGAAGGTCGTAGCGAGACAACCGAAG
ATGG-

p30Pstdown -GGTTCTGCAGTTACGTCCCAGTTATCTGTTTCTG-

3.7.2 Sequenzierungen

e*dGFP -GACGGCAACATCCTGGGG-
pUHR(1.7)36-CLfo -ACGTATGTCGAGTAGGCGTGT-
pUHR(1.7)36-CLre -GAAGTTATACGCGTCAGATCT-
pUHR(1.7)36UGFPre -ACCTGTCAATACGGCGTC-
pUHR(1.7)3683/300GFPfo -AGCAAAGACCCCAACGAGAAG-
pUHR(1.7)36GFPuPromotr -GGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGG-
pUHR(1.7)3638/42(GFPre -TGGTTCTGGGAGTTGGAGTGT-
pUHrtT62-rev -TATCTTATCATGTCTGGATCT-
pUHItTIREShyg-fo -AGAAGGTACCCCATTGTATGG-
Zeo forw -ATGGCCAAGTTGACCAGTGC-

Zeo revers -TCAAGTCCTGCTCCTCGG-

bla: -CCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCC-(R-Laktamasegen-upstream)
T3: -ATTAACCCTCACTAAAGGGAACA-
T7: -AATACGACTCACTATAG-
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3.8 Verwendete Plasmide

pDS56RBSII, 6 * His, f-42  Stlber, Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz AmpR
pDS56RBSII,6 * His, f-19  Stlber, Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz AmpR
pDS56RBSII, 6 * His, f-83  Stliber, Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz AmpR
pDS56RBSII, 6 * His, f-30  Stlber, Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz AmpR
pZE13/f-H38 AmpR
pcDNA3.1/Zeo Invitrogen AmpR
pZE21/d-38/42 Nicole Westerfeld, ZMBH, Universitat Heidelberg KanR
pZE21/d-83/30 Nicole Westerfeld, ZMBH, Universitat Heidelberg KanR
pUHD10-1/d190.3 AmpR
pCMVilacl Markus Scheuermann,DKFZ AmpR
SK-N/d2G* Rainer L6w, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
pUHR 1.7(36)-CL Rainer Léw, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
SK-E/neo Rainer Low, ZMBH, Universitit Heidelberg AmpR
pUHC13-3 Ref.: Gossen und Bujard, 1992 AmpR
pUHD16-1 Angelika Bonin, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
pUHD34-1 Rainer Low, ZMBH, Universitét Heidelberg AmpR
pUHrIT 62-1 Mazahir Hasan, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
pET3d (hc) Steffen Walter,Abteilung Immunologie, Uni Tiibingen ~ Chloramphenicol, AmpR
pET3a (32m) Steffen Walter,Abteilung Immunologie, Uni Tibingen ~ AmpR
pZE13HLA-A*0201hc Nicole Westerfeld, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR
pZE13R2m Nicole Westerfeld, ZMBH, Universitat Heidelberg AmpR

3.9 Bakterienstamme

E.coli DH5a A(lac)U169, endAl, gyrA46, hsdR17(rK-mK+), phi80, A(lacZ)M15, recAl, relAl,
SupE44, thi-1, Dr Rolf Lutz, ZMBH

E.coli Dh5a-Z1 A(lac)U169, endAl, gyrA46, hsdR17(rK-mK+), phi80, A(lacZ)M15, recAl, relAl,
SUpPE44, thi-1, lacif, tetR, SP', Dr. Rolf Lutz, ZMBH

E.coli W3110-Z1 ATCC Nr.: 27325, lacif, tetR, SP', Dr. Rolf Lutz, ZMBH

E.coli SG13009 Kanamycin und Ampicillin-resistent, Lac Repressor konstitutiv exprimiert

E.coli C600-Z1 F- supE44, thi-1, thr-1, leuB6, lacY1, tonA21, hsdR, lacl, tetR, SP", Dr. Rolf Lutz,
ZMBH

E.coli BL21(DE3) Stratagene

3.10 Verwendete Zelllinien

HtTA HeLa-Zelllinie, in welcher der tetrazyklin-kontrollierten Transaktivator tTA
stabil unter der Kontrolle des CMV Promotors exprimiert wird.
(Gossen und Bujard, 1992)

HeLa/A2A2D° HelLa-Zelllinie, exprimiert ein chiméares HLA-A*0201 Molekil (Selektionsmarker
Neomyzin) Ref: (Pascolo et al. 2001)

3.11 Verwendete Mause
HHD-2 Mause: HHD+/+, R2m -/-, D°-/-; Ref.:(Pascolo et al. 1997)
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3.12 Material fir die Kultur von E.coli

3.12.1 Losungen fir die Kultur von E.coli

Antibiotikastammldsungen:
Ampicillin (Na-Salz):
Kanamycin:

Chloramphenicol

LB-Medium:

LB-Platten:

50 mg/ml in H,O
25 mg/ml in Ethanol
10 mg/ml in Ethanol

1% Bacto-Trypton
0,5% Hefeextrakt
0,5% NaCl

LB-Medium
1,2% Bacto-Agar

3.12.2 Herstellung kompetenter E.coli Bakterien

Losung A:

Ldsung B:

Transformationspuffer:

50mM CaCl
10mM K-Acetat, pH 6,2

50mM CaCl
20% Glycerin
10mM K-Acetat, pH 6,2

70mM CacCl,,
35mM MgCl,

3.13 Material fir die Kultur von Zelllinien

Zellkulturmedium

RPMI 1640 10%FCS 1mg/ml Neomyzin

3.14 Material fur molekularbiologische Methoden

3.14.1 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli Bakterien

,»Miniprap“-Methode:

Losung I:

Losung I1:

L6sung HI:

TE-Puffer:

»Maxiprap”-Methode:

Resuspensionspuffer (E1):

10 mM EDTA
50 mM Tris/HCI, pH 8,0
Rnase A 100ug/ml

0,2 M NaOH
1% SDS

3 M K-Acetat, pH 4,8 (eingestellt mit Eisessig)

1 mMEDTA
10 mM Tris/HCI, pH 8,0

50 mM Tris-HCL pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A
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Lysepuffer (E2):

Neutralisationspuffer (E3):

Aquilibrierungspuffer (E4):

Waschpuffer (E5):

Elutionspuffer: (E6)

3.14.2 Reaktionspuffer fir Enzyme

Ligase-Puffer:

Restriktionsendonukleasen:

200 mM NaOH
1% SDS

3,2 M K-Acetat, pH 5,5

0,15% Triton X-100
600 mM NaCl
100 mM Na-acetat, pH 5,0 (eingestellt mit Essigsaure)

800 mM NaCl
100 mM Na-acetat, pH 5,0 (eingestellt mit Essigsaure)

1,25 M NaCl
100 mM Tris-HCI, pH 8,5

20 mM Tris/HCI,pH 8,0
10 mM MgCI2

10mM DTT

0,6 mM ATP

Puffersystem fiuir Restriktionsendonukleasen der Fa. Roche, MA (10x). Bei abweichenden Bedingungen wurden

die Herstellerangaben befolgt.

Puffer A:

Puffer B:

Puffer L:

Puffer M:

Puffer H:

3.14.3 PCR-Reaktionspuffer:

Pwo DNA-Polymerase:

dNTP-Mix:

330 mM Tris/Ac, pH 7,9
100 mM MgAc

660 mM KAc

5 mM Dithiothreitol

100 mM Tris/HCI, pH 8,0
50 mM MgCI2

1 M NaCl

10 mM B-Mercaptoethanol

100 mM Tris/HCI, pH 7,5
100 mM MgCI2
10 mM Dithiothreitol

100 mM Tris/HCL, pH 7,5
100 mM MgCI2

500 mM NacCl

10 mM Dithiothreiol

500 mM Tris/HCI, pH 7,5
100 mM MgCI2
1 M NaCl

100 mM Tris, pH 8,85
250 mM KCl,

50 mM (NH4)2SO4,
20 mM MgSO,

je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, pH 7,5
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3.14.4 Losungen fir die Agarose-Gelelektrophorese von DNA:

Loening-Puffer:

DNA-Probenpuffer:;

Ethidiumbromid-Stammlésung:

1 mM EDTA
36 mM Tris/HCI
30 mM NaH2PO4, pH 7,8

6% Saccharose

0,01% SDS

0.02% Bromphenolblau
0.02% Orange G
0.02% Xylencyanol FF

10 mg/ml in H,O

3.14.5 Isolierung von DNA aus Agarose Gelen

Silica (Sigma S-5631):
Resuspensionspuffer:;

Wasch-Puffer:

100 mg/ml in 3 M Nal
6 M Nal

50 mM NaCl

10 mM Tris/HCI, pH 7,6
2,5mM EDTA

50% v/v EtOH

3.15 Material fiir biochemische Methoden

3.15.1 Luziferase-Assay
Luziferase-MeRpuffer

25 mM Glycyl-glycin pH 7,5
15 mM MgSO,
5mM ATP

3.15.2 R-Galaktosidase-Nachweis mit X-Gal

X-Gal-Féarbeldsung

X-Gal-Stammldsung

1 mg/ml X-Gal

2 mM MgCl,

5 mM K,(Fe(CN)g)
5 mM K;(Fe(CN)g)

100 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid
(bei —20°C und im Dunklen lagern)

3.15.3 B-Galaktosidase-Quantifizierung mit ONPG

ONPG-L06sung

Z-Puffer

100 mM Na,HPQO, / NaH,PO, pH 7,5
4 mg/ml ONPG

100 mM Na,HPO, / NaH,PO,4 pH 7,5
10 mM KClI

1 mM MgSO,

50 mM RB-Mercaptoethanol
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3.15.4 Losungen fir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) von Proteinen

Acrylamid-Stammldsung :

4x ,,Upper” Tris:

4x ,,Lower” Tris:

Sammelgel 4% (10 ml):

Trenngel 12% (10 ml):

SDS-PAGE-Laufpuffer:

Probenauftragspuffer:

3.15.5 Coomassie- Farbung

Farbeldsung:

Entféarbeldsung:

30% Acrylamid
0,8% Bis-Acrylamid (in H,0)

500 mM Tris pH 6,8
0.4% SDS

1,5M Tris, pH 8,8
0,4% SDS

1,33 ml Acrylamid-Stammlésung
2,5 ml 4x ,,Upper” Tris Puffer
6,17 ml H,0O

20 pl TEMED

40 pl 10% (wiv) APS

4 ml Acrylamid-Stammldsung
2,5 ml 4x ,,Lower” Tris Puffer
3,5ml H,0O

20 ul TEMED

40 ul 10% (w/v) APS

250 mM Glycin
0.1% SDS
25 mM Tris, ca. pH 8,3

3% SDS

25% ,,Upper”-Tris

20% Glycerin

0.02% Bromphenolblau
50 mM DTT (optional)

50% EtOH

10% Essigsaure
40% H,0 dest.
0,25% Serva Blue R
geldst und filtriert

40% EtOH
10% Essigsaure
50% H,0

3.15.6 Silberfarbung nach Heukeshoven (modifiziert)

Fixierlésung 1:

Fixierldsung 2:

Farbel6sung:

Entwicklerlésung:

30% EtOH
10% Essigsaure

30% EtOH

0,5M Na-Acetat

0,2% Na,S,03 x 5 H,0
0,5% Glutaraldehyd

0,1% AgNO3
0,02% Formaldehyd

3% Na2CO3
0,02% Formaldehyd
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Stoppldsung:

1% Glycin

Fixierlésung 2, Farbelésung und Entwicklerlésung werden frisch angesetzt.

3.15.7 Losungen fir ,Western Blot"

Transfer-Puffer:

TBS-Puffer:

TBST-Puffer:
Absattigungspuffer:
Entwicklerlgsung:

»Stripping“-Puffer

3.15.8 Losungen fir die In-vitro-Renaturierung von rekombinanten Proteinen

Lysepuffer fur E.coli Bakterien:

PBS-Puffer:

Solubilisierungspuffer:

Dialysepuffer:

Renaturierungspuffer fiir H42F:

Renaturierungspuffer fir HX38F:

0,01% SDS

25 mM Tris
192 mM Glycin
20% Methanol

150 mM NaCl
10 mM Tris, pH 8,0

TBS mit 0,2% Tween 20

2% Magermilchpulver in TBST

100mg NBT/BCIP-Pulver in 10ml H,O

0,1%SDS
1% Tween 20
0,2 M Glycin

20 u/ml DNasel
10 pg/ml Lysozym
in PBS

140 mM NacCl

2,7 mM KCI

10 mM Na,HPO,

1,8 mM KH,POy, pH 7,3

6 M Guanidiniumchlorid
2 mM EDTA

50 mM DTT

50 mM Tris, pH 8,0

6 M Guanidiniumchlorid
2mM EDTA
pH 3

1 M L-Arginin

2 mM EDTA

100 mM Tris, pH 8

10 mM Glutathion reduziert (GSH)
1 mM Glutathion oxidiert (GSSG)

1 M L-Arginin
2mM EDTA

100 mM Tris, pH 8,5
2mMDTT
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3.15.9 Puffer fur die chromatographische Reinigung von Proteinen
Puffer fir Ni**-Chelat-Chromatographie

Ni®*-Chelat-Chromatographie unter denaturierenden Bedingungen:

Puffer Denat. A: 50 mM NaH,PO,, pH8
6 M Harnstoff

Puffer Denat. B: 50 mM NaH,PQO,, pH8
6 M Harnstoff
500 mM Imidazol

Ni®*-Chelat-Chromatographie unter nicht-denaturierenden Bedingungen:

Puffer A: 50 mM NaH,PO,, pH8
200 mM NaCl

Puffer B: 50 mM NaH,PO,, pH8
200 mM NaCl

500 mM Imidazol
50 mM Tris, pH 8

Regeneration der Chromatographiematrix:

Puffer Reg. A: 50 mM EDTA, pH8.0
500 mM NaCl
Puffer Reg. B: 100 mM NiSO4

Puffer fur Gelfiltrationschromatographie

Séaulenpuffer: 20mM Tris HCI
50 mM NacCl, filtrieren, pH 8

Puffer fir die Immunaffinitdtschromatographie

NET-Puffer: 150 mM NaCl

5mM EDTA

50 mM Tris, pH 7,4
NET+NaCl-Puffer: 650 mM NaCl

5mM EDTA

50 mM Tris, pH 7,4
Elutionspuffer:; 100 mM Glycin, pH 2,5
Neutralisationspuffer: 1 M Tris-HCI, pH 8,0
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3.16 Material fir immunologische Methoden

3.16.1 ELISA
Karbonatpuffer: 0,2 M Na,COg4
0,2 M NaHCO;
Vor Gebrauch 17 ml der 0,2 M Na,CO3 8 ml der
0,2 M NaHCO3; zusammen mischen
ad 100 ml mit H,O, pH 10,6
Waschpuffer:
Substratpuffer: 4,8 ml Diethanolamin
250ul 2M MgCl,
ad 500 ml H,0, pH 9,5 mit HCI einstellen
Blockpuffer: TBS mit 1% Magermilchpulver
0,02%Na-Azid
Antikorper: Anti-human 1gG AP-Konjugat
Farbereagenz: 15 min vor Gebrauch 1mg/ml
p-Nitrophenyl-Phosphat im Substratpuffer 16sen
Stoplosung: 0,1 MEDTA

3.16.2 Herstellung von MHC/Tetrameren
Ruckfaltungvon MHC/Peptide Komplexen

Renaturierungspuffer (250 ml): 100 mM Tris-HCI (3,925 g)
pH 8,0 400 mM L-Arginine-HCL (21 g)
2mM NaeEDTA
0,5 mM oxid. Glutathione (0,077 g)
5 mM red. Glutathione (0,385 g)

Guanidine L6sung(100 ml): 3M Guanidine-HCL (28,7 g)
pH 4,2 10 mM Na-Acetat (0,082 g)
10 mM NaEDTA (2 ml Stocklésung: 0,5 M)

Protease Hemmer(Stockldsung):
PMSF, 100 mM (174,2 mg in 10 ml 2-Propanol,bei RT lagern)
Pepstatin, 2 mg/ml (5 mg in 2,5 ml DMSO, bei-20°C)
Leupeptin, 2 mg/ml (5 mg in 2,5 ml dH20, bei —20 °C)

Ankonzentrieren des renaturiertenKomplexes
Austauschpuffer(500 ml): 20 mM Tris HCI (1,57 g)
50 mM NaCl (1,46 g), filtern, pH 8,0

Biotinylation
Biotin-Protein Ligase BirA (3 mg/ml) AVIDITY (www.avidity.com)

10 ul Aliquots bei -80°C lagern

Solution A (bicine buffer): 0,5 M bicine, pH 8,3

Solution B (ATP, biotin): 100mM ATP, 100mM MgAc, 200uM Biotin
Extra d-biotin (500 uM Biotin)

Gel filtration
Gelfiltrationspuffer (500 ml): 20 mM Tris HCI (1,57 g)
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Streptavidin-Gelshift Assay

Streptavidin
Stock Losung:

Multimerization
Streptavidin-Phycoerythrin

50 mM NaCl (1,46 g), filtrieren, pH 8,0

IBA Gottingen, Germany)
20ml/ml in PBS, 0.02% NaAzid, lagern bei 4°C

MolecularProbes www.molecularprobes.com

3.16.3 Intrazellulare Zytokinanfarbung

Kit:
Antikérper:
Farbepuffer:

Waschpuffer und FACS-Puffer :
Medium:
PBS-Puffer:

PBS(EDTA)-Puffer:

140 mM NaCl

PFA-Puffer

3.16.4 ELlIspot-Assay
Antikorper:

Milzisolierung:

HBSS-Ldsung
AKR-Erythrozyten-Lyse-Puffer
Medien:

Karbonatpuffer:

Waschpuffer:

Verdinnungspuffer fir Antikorper:

Verdinnungspuffer fir Peroxidase
konjugiertes Streptavidin:

Cytofix/Cytoperm

Idiotyp-Kontrollen und anti-CDS8; anti-IFN-Y

Dulbecco’s PBS ohne Mg2+ und Ca2+, 1% FCS(Hitze-inaktiviert,
hi),0,09 % NaAzid pH7-4-7,6, filtern 0,2um), 4 °C

PBS, 0,5 % BSA, 2mM EDTA
MEM a, 10% FCS, 1% Pen/Strep
8,1 mM Na,HPO,, pH 7,0

1,5 mM KH,PO,

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

16 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

2,7 mM KCI
0,8 mM EDTA

4g Paraformaldehyd pro 100 ml PBS
(1 Stunde bei 60°C geldst und bei —20°C gelagert

anti-Maus IFN-y (Biosource); Biotin-konjugiert anti-Maus IFN-y
HBSS + 3% FCS, 4 °C

8,299 NH,CI, 1g KHCO3, 37,2mg Na,EDTA(Titriplex)
ad 800 ml H,0, dann pH 7,2-7,4 einstellen und auffullen auf 11

MEM a., 10% FCS, 1% Pen/Strep
MEM a, 5 % FCS, 1% Pen/Strep, 5ml Hepes,4 °C

A: NaHCO; (1,59 g) ad 100ml H,O

B: Na,HCO; (2,93g)ad 100 ml H,O

Pro 96-wellPlatte 1 ml A + B + 8 ml Aqua dest.,
auf pH 9,6 einstellen

PBS-EDTA,
0,025 % Tween20 (1,25 ml ad 500 ml H,0)
PBS-EDTA, 1% BSA, 4°C

Wasch-Puffer + 5 % FCS
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AEC-L06sung:
AEC Tabletten (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol; Sigma
1 Tablette in 2,5 ml DMF (Dimethylformamid) auflésen — dann:
2,5 ml AEC-DMF + 47,5 ml Na-Acetat-Puffer, pH 5,0
74 ml 0,2 M Essigséaure
176 ml 0,2 M NaAcetat, ad 11 Aqua dest.
kurz vorher 25 ul frisches H,0, (30 % Stammlsg.) zugeben
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4 Methoden

4.1 DNA-Transfer in E.coli-Zellen

4.1.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen fiur die CaCl,-Methode

Alle Arbeiten sollten im Kuihlraum durchgefiihrt werden und alle Ldsungen vorgekiihlt werden.

- Von einer Einzelkolonie des entsprechenden Bakterienstammes wird zunachst
eine Ubernachtkultur (UNK) in 5 ml LB-Medium aufgewachsen.
- Mit 2ml dieser Ubernachtkultur 500 ml LB-Medium animpfen
- Inkubation bei 37° C im Schiittelinkubator (180-200Upm) und aufwachsen bis ODgy= 0,3 - 0,4
- Bei Erreichen der Zelldichte wird die Kultur fiir 15 min in Eiswasser abgekiihlt
- Sedimentation der Zellen in der Kiihlzentrifuge (5 min, 500 Upm, 4°C)
Uberstand wird verworfen.
- Zellen vorsichtig in 250 ml (1/2 Vol Ausgangskultur) eiskalter Lésung A (CaCl,) resuspendieren.
- 30 min auf Eis inkubieren
- Sedimentation der Zellen in der Kiihlzentrifuge (5 min, 500 Upm, 4°C)
- Uberstand verwerfen und Zellen in 25 ml eiskalter Losung B (1/10 Ausgangskultur)vorsichtig
resuspendieren.
- Portionieren in Aligouts von 0,5 ml in Eppendorf-R6hrchen
- Sofort in flissigem Stickstoff einfrieren
- Bei —80° C lagern

4.1.2 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli-Zellen nach der CaCl,-Methode

Die kompetenten Zellen langsam auf Eis auftauen.

Mischen der kompetenten Zellen mit eisgekiihltem Transformationspuffer im Verhaltnis 1:1

- 200 pl (ca 2 * 10° Zellen) kompetente Zellen zu etwa 0,1 pmol Plasmid-DNA eines Ligierungsansatzes
oder0,01 pmol superhelikaler DNA geben

- 30 min auf Eis inkubieren

- Hitzeschock bei 42°C fiir 1-2 min zur Erhéhung der Transformationseffizienz

- Auf 10-15 min Eis abkuhlen

- Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium folgt die ph&notypische Expression des Resistenzmarkers. 1 Stunde

bei 37° C inkubieren

- Bakterien 30s bei 6000 Upm zentrifugieren
- 1ml des Uberstandes verwerfen, Pellet im Rest resuspendieren
- Ausplattieren auf selektivem LB-Agar

4.1.3 Schnelltransformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli Zellen

Dieses einfache und schnelle Transformationsprotokoll, beschrieben von (Pope and Kent 1996), reduziert das
Standardverfahren der Transformation (s.0.) auf nur wenige Minuten. Die DNA wird dabei mit 200 pl
Zellsuspension kompetenter Bakterien gemischt und fiir 5 Min. auf Eis inkubiert. Danach wird der
Transformationsansatz auf selektivem LB-Agar, der auf 37°C vorgewarmt wurde, ausplattiert.

4.2 Isolierung und Aufreinigung von DNA

4.2.1 Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA (ber Anionenaustauscher-Chromatographie
(, Plasmid-Miniprep*)

Die hier beschriebene Préparationsmethode ist abgeleitet von der Orginalvorschrift nach (Birnboim and Doly
1979). Das Prinzip wird im Folgenden erléutert:
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Als erstes werden die Zellen durch Detergenzeinwirkung und osmotischen Schock aufgebrochen. Derselbe

Puffer enthdlt NaOH und SDS wodurch es zum einen zu einer reversiblen alkalischen Denaturierung der

Nukleinsduren kommt und einer irreversiblen Denaturierung der Proteine. AnschlieRend wird der pH-Wert

erniedrigt, so daB die Nukleinséuren wieder renaturieren. Dabei findet eine intermolekulare Renaturierung bei

der chromosomalen E. coli-DNA statt, wobei sich hochmolekulare, netzartige unlésliche Strukturen bilden,

wéhrend jedoch die Plasmid-DNA aufgrund der topologischen Verknlipfung ihrer Einzelstrange intramolekular

renaturiert und in Lésung bleibt. Zelltrummer, Membranteile, denaturierten Proteine und chromosomale DNA

kdénnen durch Zentrifugation von der Plasmid-DNA und RNA abgetrennt werden.

- Von einer 5 ml Ubernacht-Kultur werden ca. 1,5 ml in ein ReaktionsgefaR iiberfiihrt

- 5 min bei 6000 Upm zentrifugiert.

- Der Uberstand wird verworfen, das Bakteriensediment in 100 pl Lésung | aufgenommen
5 min auf Eis inkubiert.

- Danach werden der Suspension 200 pl Lésung Il zugegeben und diese fiir weitere 5 min auf Eis
inkubiert.

- Nach Zugabe von 150 ul Losung Il wird die Lésung gut geschittelt, 10 min bei 150009 zentrifugiert,
und der Uberstand (ca. 450 pl) in ein neues ReaktionsgefaR tberfiinrt.

- Zu diesem Uberstand 500 pl Isoprpopanol hinzugeben und die Nukleinséuren 10 min auf Eis fallen.
Sedimentieren der Nukleinsduren durch 30 min(tige Zentrifugation bei 15000 Upm und 4°C.

- Das Nukleinsdurensediment wird anschlielend zweimal mit 1000 pl 80 %igem Ethanol gewaschen und
abzebtrifugiert, 10min, 15000g.

- Absaugen des Uberstandes, trocknen der DNA im ‘Speed-Vac’-Konzentrator 1 bis 2 min und in 50 pl
TE oder H,0 ldsen.

Die Ausbeute an Plasmid-DNA betragt bei einer 1,5 ml Ausgangskultur bis zu 5 pg, je nach Kopienzahl des

Plasmids. Die Qualitdt der so praparierten DNA ist ausreichend flir Restriktionsanalysen und

Sequenzierreaktionen. Zur Restriktionsanalyse kann es notwendig sein dem Ansatz RNase zuzusetzen

(0,1pg/ml)

4.2.2 Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA (iber Anionen Austauscher Chromatographie
(‘Maxi-Prep”)

Die préaparative Aufreinigung superhelikaler Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen erfolgt nach einem
modifizierten Protokoll der von Birnboim und Doly (1979) beschriebenen Methode in Kombination mit einer
Saulenchromatographie(Birnboim and Doly 1979). Aufgrund ihrer Ladung 1a3t sich DNA Uber eine Anionen
Austauschermatrix aufreinigen. Zu diesem Zweck werden kommerziell erhdltliche S&ulen, in dieser Arbeit
(JETSTAR Anionenaustauschersaulen der Firma GENOMED), verwendet. Auf diese wird das Bakterienlysat in
Gegenwart von 1M NaCl aufgetragen. Die Plasmid-DNA bindet aufgrund ihrer starken negativen Ladung mit
hoher Affinitat an das S&dulenmaterial. Wahrend des anschlielenden Waschschrittes kann nur die Plasmid DNA
an die Matrix haften, die restlichen zelluldaren Komponenten lassen sich eluieren. Die Plasmide werden durch die
Erhéhung der Salzkonzentration eluiert und anschlieBend mit Ethanol prazipitiert.

Die Durchfuhrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.Die Qualitat der auf diese Weise gewonnenen
Plasmid-DNA reicht aus, um sie flir Transfektionsexperimente in eukaryontischen Zellen einzusetzen

4.2.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Diese Methode (Boyle and Lew 1995)macht sich die Eigenschaft der dsDNA zu nutze, unter bestimmten
Bedingungen (hohe Konzentrationen kaotroper Salze, wie z.B Nal) reversibel an eine Glasmilchmatrix zu
binden, von denen sie spater mit Wasser oder Puffer wieder eluiert werden kann. Dafiir wird das Agarosegel mit
der entsprechenden DNA in Gegenwart Hochsalzbedingungen geschmolzen und adsorbiert anschlieend an die
Silicamatrix. Nach mehreren Waschschritten kann das gebundene DNA-Fragment unter bestimmten
Inkubationsbedingungen, niedrig-Salz Puffer oder Wasser, von der Matrix eluiert werden. Die Reinigung mit
Hilfe des ,,QlAquick-spin Gel Extraction Kit*“ (Qiagen, Hilden) ist flir DNA-Fragmente einer GréRe von mehr
als etwa 80 Bp geeignet:

- Durchfiihrung der DNA-Fragmentisolierung:
gewiinschte DNA-Bande wird aus dem Agarosegel mit einem Skalpell ausschneiden und in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal berfiihren.

- Zugabe von Gelaufldsungspuffer (40ul per 100mg Agarose). Gelstiick bei 55°C vollstdndig schmelzen
(Dauer: 5 bis 10 min). Ab und zu mischen.

- Ansatz in das Filtergefal (mit 2 ml AuffanggefaR) tberfiihren.

- 1 mintige Zentrifugation bei 13000g, einmal mit 700 pl Waschpuffer waschen

- Zentrifugation fiir 60s bei 13000 Upm in einer Tischzentrifuge

- Verwerfen des Durchlaufs
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- Nochmaliges Waschen und Zentrifugieren (es ist wichtig, daf alle Ethanolreste entfernt werden)

- 50 ul TE-Puffer oder H,O auf den Filter geben und nach 5 minitige Inkubation, zentrifugieren bei
13000g fiir 1 min und den Uberstand abnehmen.

- Die qualitative und quantitative Analyse des eluierten DNA-Fragmentes folgt durch Gelelektrophorese
eines Aliquots des Eluats.

4.2.4 Reinigung von PCR-Produkten aus Lésungen

In der Gegenwart eines Hoch-Salz Puffers bindet die amplifizierte DNA an die Silicamatrix der kommerziell
erhaltlichen Séaule. Primer, Nukleotide, Polymerase sowie Salze aus dem Ansatz werden entfernt, so daR das
PCR-Produkt in reiner Form vorliegt und fiir weitere Analysen bzw. Manipulationen verwendet werden kann.
Das Protokoll bezieht sich auf die Reinigung von PCR-Produkten mit dem ,,QlIAquick-spin PCR Purification
Kit* (Qiagen, Hilden). Das nachfolgende Protokoll kann fiir die Reinigung von PCR-Produkten einer Grol3e von
100 Bp bis 10 kBp dienen:

- Zu 1 Volumen des PCR-Ansatzes 5 Volumina Puffer PB geben und durch Schiitteln mischen

- Ein Filtergefal (,,Spin column®) in ein 2 ml Auffanggefal stellen und mit dem Gemisch aus Schritt 1
beladen

- Zentrifugation fiir 60s bei 13000 Upm in einer Tischzentrifuge

- Durchlauf verwerfen

- 0,75 ml Puffer PE auf die S&ule geben (Waschschritt)

- Zentrifugation fiir 60s bei 13000 Upm in einer Tischzentrifuge

- Durchlauf verwerfen

- Zentrifugation wiederholen, um Reste an Ethanol in Puffer PE zu entfernen

- Filtergefal in ein 1,5 ml Eppendorfgefal stellen und 50 pl H2O auf den Filter geben.

- Filtergefal 1 Minute stehen lassen

- Zentrifugation fiir 60s bei 13000 Upm in einer Tischzentrifuge
- Der Durchlauf enthélt die DNA

- Lagerung bis zur Verwendung bei —20°C

4.2.5 Extraktion von Proteinen aus Nukleinsaureldsungen (Phenolextraktion)

Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsdureldsungen versetzt man diese mit dem gleichen Volumen an

aquilibiertem Phenol. Uber einen Zeitraum von 2-3 Min. werden beide Phasen durch kraftiges Schiitteln

gemischt und danach zur Phasentrennung 5 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Die denaturierten Proteine sind

haufig als weiller Film in der Interphase zu erkennen. Die Proteine gehen in die phenolische Phase und in die

Interphase Uber. Die wassrige Oberphase, die die DNA enthdlt, wird bei Bedarf weiteren Phenolextraktionen

unterzogen. Zur weiteren Verwendung wird die DNA-Lésung schlieRlich von Phenolresten befreit. Um die

waéssrige Phase zu extrahieren wird das gleiche Volumen eines Chloroform-Isoamylalkohol Gemisches (24:1)

dazugegeben. AnschlieBend wird die Nukleinsaure mit Ethanol prazipitiert und das Sediment im gewiinschten

Volumen 1x TE aufgenommen.

Aquilibrierung des Phenols:

Phenol muss vor Gebrauch dquilibriert bzw. sein pH-Wert eingestellt werden, zusétzlich wird es durch Zusatz

von Antioxidantien haltbar gemacht.

- Phenol bei 65°C schmelzen

- 0,1 g 8-Hydroxyquinolin / 100 ml hinzufiigen (Gelbfarbung)

- mit jeweils 1 Volumen 1M Tris/HCI, pH 8,0 so lange ausschiitteln bis pH-Wert der wassrigen
Oberphase im neutralen Bereich liegt (pH 6,5-7,5).

- mit 1 Volumen 0,1M Tris/HCI, pH 8,0, 0,2% B-Mercaptoethanol aquilibrieren

- erneut dquilibrieren mit 1x Vol. 10mM Tris/HCI, pH 8,0, 1ImM EDTA, 0,2% p-Mercaptoethanol

- wassrige Phase belassen. Lagerung lichtgeschiitzt bei 4°C.

4.2.6 Konzentrierung von Nukleinsaurelésungen (Ethanolfallung)

Bei einer Ethanolfallung wird die Nukleinsdureldsung zunéchst mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (NaAc),
pH 4,8-5,2 versetzt, bevor das 2,5-fache Volumen an kaltem Ethanol zugegeben wird. Aus dieser nun ca.
70%igen Ethanol-Losung fallen die Nukleinsuren als Natriumsalze aus, da die Ethanolmolekile die
Hydrathillen der Nukleinsiuren verdrdngen und somit die DNA dehydrieren. Zur quantitativen Fallung aus
Ldsungen mit geringerer Nukleinsaurekonzentration (weniger als 10ug/ml) werden diese fur 20 Minuten bei -80
°C gelagert. Nach dem Abzentrifugieren der Nukleinsiuren (Tischzentrifuge, 10 min, 13000Upm, 4 °C) wird das
Prézipitat mit 80%igem Ethanol gewaschen. Zum Trocknen wird die DNA entweder furl-2 Minuten in die
Speed-Vac-Konzentrator gegeben oder Luft-getrocknet.
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4.3 Analyse von DNA

4.3.1 Photometrische Bestimmung der Konzentration und Reinheit von
Nukleinsaurelésungen

GemaR dem Lambert-Beer'schen Gesetz ist die Konzentration einer Losung direkt proportional zu ihrer
Extinktion bzw. Absorption. Diese Relation macht man sich bei der spektralphotometrischen Quantifizierung
von wassrigen Nukleinsdureldsungen zu Nutze.

Von einer Verdinnung der gereinigten Nukleinsdure wird im Spektralphotometer die Absorption bei 260nm
(Absorptionsmaximum der Nukleinséuren) und bei 280nm (Absorptionsmaximum von Proteinen) bestimmt. Die
Messung erfolgt in 500 pl Quarz-Kivetten. Es gilt folgende Beziehung zwischen gemessener Absorption und
Konzentration der Nukleinséure:

1 ODygp = 50 pg/ml fir dsDNA
1 ODygp = 40 pg/ml fir ssDNA
1 ODygp = 30 pg/ml flr ssOligonukleotide:

Die Berechnug der Konzentration von dsDNA erfolgt dementsprechend nach der Formel:
ODy¢o x Verdunnung x 0,05 mg/ml = dsDNA-Konzentration (mg/ml)

Ein Mal3 fur die Verunreinigung mit Protein liefert das Verhaltnis ODys / ODyg. Dieses sollte fiir proteinfreie
Nukleinséureldsungen 1,7-1,9 betragen.

4.3.2 Fragmentierung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionendonukleasen  fragmentieren sequnzspezifisch dsDNA. Die Enzyme werden verwendet um
Plasmide zu analysieren und fur die praparative Generierung von DNA-Fragmente, die in vitro zu neuen
Plasmiden rekombiniert werden kdnnen.

Man unterschidet drei Typen von Restriktionsendonukleasen (Typl-1l), fir die Forschung ist Typ Il am
wichtigsten. Diese Enzyme erkennen Tetra-, Penta-, Hexa- oder Oktanukleotidsequenzen mit
Rotationssymmetrie. Die Hydrolyse beider Strdnge erfolgt dabei in der Erkennungssequenz, wobei
einzelstrangige 5'-bzw. 3'-Uberhdnge oder auch doppelstrangige, glatte Enden (blunt-ends) entstehen. Die 5°-
Enden sind phosphoryliert, die 3°-Enden immer hydroxyliert. Jedes Restriktionsenzym bendétigt individuelle
Reaktionsbedingungen zur Hydrolyse. Die wichtigsten Parameter sind die Inkubationstemperatur und die
Zusammensetzung des Reaktionspuffers. Stellen verschiedene Restriktionsendonukleasen  die gleichen
Anforderungen an eine Reaktion, kann man sie gemeinsam in einem DNA-Restriktionsenzym-Verdau einsetzen.
Ansonsten, erfolgt die Restriktion sequenziell. Nach jedem Restriktionsverdau muf3 die DNA erst geféllt werden,
um dann im Reaktionsmilieu des anderen Enzyms geschnitten zu werden. Analytisch werden 0,5-1pg Plasmid-
DNA fragmentiert.

Die Menge an einzusetzenden Enzymen pro Ansatz wird aus den Aktivitdtsangaben (units/pl) des Herstellers
errechnet. Eine unit ist definiert als die Menge an Enzym, die notwendig ist, um 1 pg I-DNA (50000bp)
vollstdndig in einer Stunde zu spalten. Das Ansatzvolumen ist abhdngig von der Menge der zu verwendenden
Restriktionsenzymen.  Kéufliche Enzym-Préparationen enthalten oft bis zu 50% Glyzerin. Die
Glyzerinkonzentration im Reaktionsansatz sollte 5 % nie Ubersteigen, da Restriktionsenzyme allgemein bei
zunehmenden Glyzerinkonzentrationen “Star-Aktivitat™ zeigen (Polisky et al., 1975). Die Inkubationszeit fiir eine
Restriktionsanalyse von Plasmid-DNA betragt im allgemeinen 1-2 h. Langere Inkubationszeiten sind jedoch
maglich. Insbesondere bei Verdau von DNA-endstdndigen Restriktionsschnittstellen z.B. bei PCR-Produkten,
kdnnen langere Inkubationszeiten noétig sein. Bei Fragmentierung von 'Mini-Prep'-DNA muf} infolge des hohen
Anteils an RNA dem Ansatz zusétzlich RNase A (50 pg/ml Endkonzentration) zugegeben werden, um diese zu
degradieren. Hitzelabile Restriktionsenzyme werden durch Erhitzen auf 65°C fiur 5 Min. inaktiviert, wéhrend
hitzestabile Restriktionsenzyme durch Phenol / Chloroform extrahiert werden.

4.4 In vitro Modifikation von DNA

4.4.1 Auffillen von 5-Uberhangenden, bzw. entfernen von 3’-Uberhdangenden DNA-Enden
durch T4 DNA-Polymerase

Fir die Ligierung von DNA-Fragmenten mit nicht-kompatiblen Enden ist es notwendig, doppelstréngige und
glatte Enden (,,Blunt-ends“) zu erzeugen. Dazu wurde in dieser Arbeit das Enzym DNA-Polymerase des
Bakteriophagen T4 verwendet. Es katalysiert zwei verschiedene Reaktionen: Bei Anwesenheit von

42



Methoden

Desoxyribonukleinséduren (dXTP) katalysiert es die Polymerisationan verkirzten Hydroxylenden der DNA-
Fragmente. Dadurch werden 5 -einzelstrdngige Enden aufgefiillt. In Abwesenheit von Desoxyribonukleinsduren
besitzt die Polymerase Exonukleaseaktivitit und entfernt die 3'-lberhdngende Enden. Die Reaktion findet in
einem Volumen von 20-50 ul 1 * T4-Reaktionspuffer fir 30 Min, bei 37 °C statt. Zur Auffillreaktion werden
dem Ansatz 0,1 pmol dNTPs zugeben. Die Reaktion wird durch Ethanolprazipitation gestoppt.

4.4.2 Dephosphorylierung der 5°- Enden von DNA-Fragmenten durch alkalische Phosphatase

Es ist bei einem Ligationsansatz manchmal nitzlich unerwiinschte Ligations-Nebenreaktionen, z.B.
Religierungen geschnittener ,,Vektor“-DNA-Fragmente, zu unterbinden. Dazu werden die 5 -Phosphat-Enden
der DNA entfernt und somit 5"-hydroxylierte Enden erzeugt. Es wird 1-10 pmol der DNA bei 37 °C fir 15-30
Min. in 20-50 pl einfach konzentriertem Reaktionspuffer mit 1 Unit alkalischer Phosphatase (CIP fur ,calf-
intestine-phosphatase®) inkubiert. Bevor die Fragmente fiir Ligierungen eingesetzt werden muf} das Enzym Uber
eine Phenol-Chloroform-Extraktion vollstandig entfernt werden.

4.4.3 Kovalentes Verkniipfen von DNA-Fragmenten durch T4 DNA-Ligase

Das Enzyme DNA-Ligase des Bakteriophagen T4 Katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen benachbarten 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphoryltermini doppelstrangiger DNA. Benétigte Ko-Faktoren
des Enzyms sind Mg®*-lonen und ATP. Eine Einheit (auch Weiss-Einheit genannt) ist definiert als die
Enzymmenge, die eine Konversion von 1 nmol *2P; in ATP bei 37°C in 20 min katalysiert.

Die Menge an Ligase im jeweiligen Reaktionsansatz hangt von mehreren Faktoren ab, z. B. der Natur der zu
ligierenden DNA-Fragmente ("blunt"-Enden oder Enden mit 3'- oder 5-Uberhangen), der Stabilitat der
Wasserstoffbriicken-Struktur, der Inkubationstemperatur und der Konzentration von DNA-Fragmenten.
Standardligationen von DNA-Fragmenten mit koh&siven Enden bestehen aus 0,02 pmol Vektor-DNA, einem 3
bis 5 fachen molaren Uberschuf an dem DNA-Fragment, welches in den Vektor eingesetzt werden soll, und 1 u
T4-DNA-Ligase, gelost in Ligasepuffer in einem Gesamtvolumen von 10 pl. Nach einer Inkubation G.N. bei
16°C wird die Reaktion durch 10 minutiges Erhitzen auf 65°C gestoppt. Fur CaCl,-Transformationen kann die
DNA direkt aus dem Ligationsansatz eingesetzt werden.

4.4.4 Amplifizierung von DNA-Fragmenten in der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kann selektiv eine DNA-Sequenz in vitro amplifiziert werden
(Saiki et al. 1988). Die Synthese wird an zwei DNA-Oligonukleotiden, Primern, gestartet, die so gewéhlt sind,
daB sie den zu amplifizierenden Bereich flankieren. Eines der beiden Oligonukleotide bindet dabei im Plus-
Strang, das andere im Minus-Strang der zu vervielfaltigenden DNA. Die PCR wird in einem sog. Thermocycler
durchgefiihrt und besteht prinzipiell aus drei Schritten, deren einzelne Parameter fir auf die jeweiligen Primer
und die Lange der Matrize individuell optimiert werden mussen.

Zuerst wird die DNA uber Erhitzung in ihre Einzelstrdnge denaturiert : bei Uber 95°C fiir 30 Sek. bis 1 Min.
Nach dem Abkihlen des Reaktionsansatzes auf 45-65°C konnen die Primer sequenzspezifisch an die DNA-
Matrize hybridisieren. SchlieBlich, erfogt beim Temperaturoptimum der thermostabilen DNA-Polymerase (72-
74°C) die DNA-Neusynthese ausgehend von den 3"-OH-Enden der beiden hybridisierten Oligonukleotiden.
Dieser Zyklus wird je nach den Erfordernissen 28 — 35-mal wiederholt, wodurch eine exponentielle
Amplifikation der DNA stattfindet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR fur die Klonierung von DNA-Sequenzen und auch zur Verifizierung
von Klonen benutzt. Primer, die fir Klonierungen verwendet wurden, besafen zusatzlich Schnittstellen fir
Restriktionsenzyme, wodurch sich amplifizierte DNA-Fragmente mit definierten Enden erzeugen liel3en.

Fur die meisten Amplifikationen von Plasmid-DNA wurde folgender Reaktionsansatz gewahlt:

Reaktionsvolumen 50 ul

Plasmid DNA-Matrize 0,05 pmol

»Primer” je 25 pmol

Pwo-Polymerase 25U

Nukleotide (dNTP’s) je 200 uM

Puffer 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 8,3
MgCl, 1,5mM

Nach einer initialen Denaturierung von 2 min bei 95°C verlauft die PCR im weiteren nach folgendem Zyklus (25
- 30x):

Denaturieren der DNA 30 sec, 95°C

Hybridisieren der ,,Primer” 1 min, 52-62°C

Elongation 1 min, 72°C
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Nach 25 Zyklen wird die Reaktion durch eine 5-7 min Inkubation bei 72°C abgeschlossen und anschlieRend ein
Aliquot der Reaktion (5-10ul) elektrophoretisch in einem kleinen Agarose-Gel (0,8 - 1%) analysiert.

4.45 Einfahrung ortsspezifischer Nukleotide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden langere Nukleotidsequenzen in Plasmide eingefiihrt mit dem Ziel neue
Restriktionsschnittstellen fir Klonierungen zu erhalten und z.B. lox P Sequenzen einzufiihren. Die in vitro
Mutagenese wird jedoch vor allem fir den Austausch einzelner oder weniger Nukleotide genutzt. Fir beide
Anwendungen werden zwei Primer konstruiert die zueinander komplementéareSequenzen enthalten.

i) Fr die Einflhrung von l&ngeren Sequenzen in Plasmide :

Die beiden komplementéren Primer hatten endstandige Restriktionsschnittstellen. Je 10ul (10pmol/ul)der Primer
wurden in einem Reaktionsgefd? gemischt. AnschlieBend wurde der Ansatz auf 95° C erhitzt und die
Temperatur sehr langsam gedrosselt um das korrekte Hybridisieren der beiden Oligonukleotide zu unterstitzen.
Die nun doppelstréngige DNA konnte in einem Ligationsansatz verwendet werden.

ii)Bei dem Entwurf von Mutageneseoligonukleotide sind folgende Regeln unbedingt zu beachten:

Die Lénge der spezifischen Oligonukleotide soll zwischen 25 und 45 Bp liegen.

Die Schmelztemperatur (Ty,) der Oligonukleotide muss mindestens 78°C erreichen und wird nach folgender
Formel berechnet: T,, = 81,5 + 0,41 (%GC) — 675/N - %mismatch (N steht fir die Lange des Oligonukleotides in
Bp).

Die Mutation, Deletion oder Insertion soll in der Mitte des Oligonukleotides liegen und auf jeder Seite von einer
Sequenz von 10 — 15 Bp flankiert sein, die zur Matrize-DNA zu 100 % komplementér ist.

Der GC Gehalt des Oligonukleotides sollte mindestens 40% betragen.

Die Matrizen-DNA wird ausgehend von den mutagenisierenden Oligonukleotiden wéhrend der Amplifikation
mit der Pwo-DNA-Polymerase vermehrt. Durch diese PCR entstehen neue DNA-Molekiile, die im Unterschied
zu der Matrizen-DNA semi-methyliert bzw. unmethyliert sind. Der Verdau mit der Restriktionsendonuklease
Dpn | (Erkennungssequenz: 5-Gm6ATC-3"), die spezifisch nur methylierte und semimethylierte DNA-
Sequenzen schneidet, fiihrt anschlieBend zum Verdau der aus E.coli stammenden Matrizen-DNA, wodurch nur
die neu durch die DNA-Oligonukleotide synthetisierten mutierten DNA-Molekdile (brig bleiben, die durch eine
Transformation in E. coli.klonal vermehrt werden kdnnen

Die PCR wird in folgender Zusammensetzung vorbereitet:

Pwo-DNA-Polymerasepuffer (10x) 5ul
DNA-Plasmid 10-100 ng
DNA-Oligonukleotide 500 nM
dNTPs 200 uM
Pwo-DNA-Polymerase 2,5U
ddH,0 ad 50ul

Die Anzahl der Zyklen sowie die Polymerisationszeit sind abhéngig vom Typ der einzufiihrenden Mutation bzw.
von der Lange des zu amplifizierenden Plasmids. Es gilt:

Punktmutation 12 Zyklen
Einfacher Aminoséureaustausch 16 Zyklen
Mehrfache Aminosduredeletion/Insertion 18 Zyklen

Der initialen thermischen Denaturierung der DNA (95 0C, 30 sec) folgen:

12-18 Zyklen 95°C 30 sec
55°C 1 min
68°C 2 min/kb des zu amplifizierenden Plasmids

Die Reaktion wird durch Abkihlung des Ansatzes beendet, indem das Reaktionsgefal? fir etwa 2 min auf Eis
gekdhlt wird. Dem abgekiihlten Reaktionsansatz werden 10U Restriktiosenzym Dpn | zugegeben und mittels
vorsichtigen Ab- und Aufpipettieren gemischt. Die folgende einstiindige Inkubation bei 37°C ermdglicht den
Restriktionsverdau des parentalen, nicht mutierten DNA Stranges. 1 ul des Reaktionsansatzes ist ausreichend fur

44



Methoden

die Transformation von kompetenten E.coli Zellen mit der zu erwartenden Anzahl von 50 bis 800 Kolonien. Laut
Angaben des Herstellers betragt die Effizienz 80%.

4.5 Herstellung und Renaturierung rekombinanter MSP-1 Fragmente

4.5.1 Expression von msp-1 Fragmenten in E. coli

Msp-1 und verschiedene msp-1 Fragmente wurden in E. coli Bakterien nach dem folgenden Protokoll exprimiert.
In dieser Arbeit wurden Expressionen sowohl im analytischen MaRstab mit einem Kulturvolumen von 5ml (im
Reagenzglas) als auch zur Herstellung groRerer Proteinmengen mit einem Volumen von bis zu 1 Liter (im 5 L-
Schiittelkolben) durchgefiihrt.

- Transformation von E. coli Bakterien mit msp-1 tragenden Expressionsvektoren

- Animpfen von Kulturen ausgehend von einzelnen Klonen

- Aufwachsen der Kultur bei 37°C unter starkem Schutteln

- Induktion in der frihen log-Phase (ODgy = 0,3 — 0,5) mit 1 mM IPTG

- Inkubation fur weitere 3-4 h bei 25°C oder 37°C (je nach Protein) unter starkem Schitteln
- Sedimentation der Bakterienkultur durch Zentrifugation (10 min bei 6000 g)

- Lagerung bei —20°C

Zur elektrophoeretischen Analyse der Expression wird ein Aliquot von 1,5 ml Bakterienkultur entnommen:
- Sedimentation der Bakterien durch Zentrifugation (10 min bei 6000 g)

- Aufnahme des Sediments in 200 pl Protein-Probenauftragspuffer

- Probe 5 min aufkochen

- 5— 10 pl Gber SDS-PAGE analysieren

4.5.2 Aufschluss der Bakterienzellen

Nach Zentrifugation der Bakterienkultur fir 10 — 15 min bei 6000 g, wird das Bakteriensediment in 1-2 ml
Lysepuffer pro Gramm Bakterienfeuchtmasse aufgenommen und fir 20 - 30 min auf Eis inkubiert.

Der Zellaufschluss erfolgt durch zwei Durchgange in der ,,French press* bei 1000 p.s.i. Nach Zenrifugation des
Bakterienlysats bei 40.000 g fiir 40 min findet man die 16slichen Komponenten des Zellextrakts im Uberstand,
der entweder innerhalb weiniger Stunden fiir eine chromatographische Reinigung verwendet (Lagerung bei 4 °C)
oder bei —80°C eingefroren wird.

4.5.3 Solubilisierung der Einschlusskdrperchen

Das Sediment, das auch die Einschlusskérperchen enthélt, wird mit Hilfe eines Ultraturrax Homogenisators in
Solubilisierungspuffer (gleiches Volumen wie Lysepuffer) aufgenommen und fir 2 — 3 h bei RT auf dem
Drehrad gemischt. Nachdem durch einen weiteren Zentrifugationsschritt bei 40.000 g fiir 30 min die
solubilisierten ,,inclusion bodies* von den komplett unldslichen Bestandteilen getrennt wurden, wird der
Uberstand gegen mindestens 100 Volumen 6 M GdmClI, pH 3 dialysiert. Der Dialyseschritt ist notwendig, um
das DTT im Solubilisierungspuffer, das bei der Renaturierung unerwiinscht ist, zu entfernen. Der niedrige pH-
Wert bewirkt die Protonierung der Sulfhydryl-gruppen, was eine Oxidation der Cysteinseitenketten und die
Ausbildung von Disulfidbindungen verhindert. Die Proteinkonzentration der Einschlusskdrperchen wird mit der
Biuret-Methode (4.6.7) bestimmt. Die Lagerung erfolgt bei —80°C.

4.5.4 In-vitro-Ruchkfaltung der Einschlusskorperchen mittels Pulsrenaturierung (Rudolph
and Lilie 1996)

Zur Riuckfaltung der in E. coli zunédchst in unl6slichen Einschlusskérperchen (,,inclusion bodies®, IBs)
vorhandenen MSP-1 Fragmente, wurde ein als Puls-Renaturierung bezeichnetes Verfahren angewandt (Rudolph
and Lilie 1996):

Die solubilisierten ,,inclusion bodies*, deren Konzentration 20 —30 mg/ml betragen sollte, werden in einem
Renaturierungspuffer, auf eine Endkonzentration von 0,15 mg/ml verdinnt und durch leichtes Umrihren
gemischt. Dieser Vorgang wird in Abstdnden von mindestens einer Stunde bis zu acht mal wiederholt, so da3 im
Renaturierungspuffer eine Endkonzentration von 1 — 1,2 mg / ml erreicht wird. Nach zweimaliger Dialyse gegen
50 Volumen eines fir die anschlieBende Chromatographie geeigneten Puffers (z. B.:50 mM Tris, 300 mM Nacl,
10 % Glyzerin) werden eventuell entstandene Proteinprézipitate durch Zentrifugation bei 10.000 g fir 10 min
sedimentiert. Der Vorgang der Renaturierung findet bei 4 - 10 °C statt, die Dialyse und anschlieBende
Zentrifugation bei 4°C. Die renaturierte Proteinldsung sollte bei —80°C gelagert werden.
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4.6 Chromatographische Reinigung der rekombinanten MSP-1 Fragmente

In dieser Arbeit wurden die Fliissigchromatographien mit den Chromatographiesystemen ,,Akta Purifier 10“ oder
Akta Basic* der Firma Amersham Bioscience durchgefiihrt. Die Chromatographiesysteme messen wahrend der
Chromatographie Parameter wie pH-Wert und Leitfahigkeit, die Ruckschliisse auf die Pufferbedingungen auf der
Sdule zulassen. AufRerdem wird durch Messung der Absorption von Licht der Wellenldnge 280 nm die von der
Séule eluierte Proteinkonzentration verfolgt. Dies erlaubt es, einen Arbeitsschritt solange durchzufiihren, bis die
gewinschten Pufferbedingungen eingestellt bzw. ein Wasch- oder Elutionsvorgang abgeschlossen ist. Deshalb
wird in den folgenden Aufreinigungsprotokollen weitgehend auf Angabe der Puffervolumen eines Arbeitschrittes
verzichtet. Falls nicht anders angegeben, fanden die Chromatographien sowie die Probenvorbereitung bei 4°C
statt.

Beschreibung des Aufreinungsprozesses fir pHX38F:

- IBs wurden prépariert und in dem beschriebenen Solubilisierungspuffer gelost.

- Pulsrenaturierung in den Renaturierungspuffer (1M Arginin, 100mM Tris/HCI, 2mM DTT, 2 mM
EDTA): In 10 Schritten wurden jeweils 100ug/ml IB-Ldsung in ein Volumen von 10ml Renat.puffer
gegeben, so daB eine Endkonzentration von 1mg/ml Protein bestand. Zwischen jedem Puls wurde 1 h
bei 4 °C inkubiert.

- Der Renaturierungsansatz wurde nun .N. 4 °C umdialysiert (PBS, 2mMEDTA, 2mM DTT, pH 7.4).

- Ni-Affinitdtschromatographie unter nicht-denaturierenden Bedingungen (s. Imidazol unten):
Gewaschen wurde zweimal mit Puffer B (50mM NaHPO, 200 mM NacCl) der jeweils 10 mM Imidazol
bzw. 50 mM Imidazol enthielt. Die Elution des Proteins fand (ber den Auftrag von Puffer B, 250 mM
Imidazol statt.

Beschreibung des Aufreinigungsprozesses flr p42F:

Bis auf die im Folgenden beschriebenen Punkte fand der Reinigungsprozess wie fiir pHX38F statt.

Renaturierung fand in Renaturierungspuffer mit Redoxsystem statt (1M Arginin, 100mM Tris/HCI, 2mM DTT, 2
mM EDTA, 1mM Gluthation reduziert, 0,1mM Gluthation oxidiert).

- Der Renaturierungsansatz wurde umdialysiert in 50 mM NaH,PO,, 300 mM NaCl, pH 7,7

- Aufreinigung mittels Ni-Chelat-Affinitatschromatographie.

- Anschlieende Aufreinigung tiber Immunaffinitatschromatographie (Ak:5.2).

4.6.1 Ni*-Chelat-Chromatographie

Das Prinzip dieser Methode beruht auf der spezifischen Affinitat von Oligo-Histidinen an Ni®*-Metallionen
lassen sich (iber Bildung eines Chelatkomplexes z.B. an einer Nitrilo-Tri-Essigsaure (NTA) Sepharose
immobilisieren. Fusionsproteine mit 6 Histidinresten binden an diese Gelmatrix und lassen sich so aufreinigen
(Hochuli  1988). Die Chromatographie kann unter denaturierenden und unter nicht-denaturierenden
Pufferbedingungen durchgefiihrt werden.

Ni?*-Chelat-Chromatographie unter nicht-denaturierenden Bedingungen:

- Aquilibrieren der Saule wird mit mehreren Séulenvolumen Puffer A Flussrate (1 ml/min)

- Zentrifugation der Probe (z.B. renaturierte Einschlusskdrperchen von pHX38F) fuir 10 min
bei 10.000 g, um unlésliche Bestandteile abzutrennen

- Probenauftrag mit 0,5 ml/min

- Waschen mit Puffer A

- Waschen mit Puffer B, 10 mM Imidazol, 2 S&ulenvolumen

- Waschen mit 20 mM Imidazol (gemischt aus Puffer A+ B)

- Waschen mit 50 mM Imidazol (gemischt aus Puffer A+ B)

- Elution der Hexahisproteine mit 250 mM Imidazol (gemischt aus Puffer A+ B)

- Entfernen der verbleibenden Proteine mit 500 mM Imidazol (Puffer B)

- Aquilibrieren mit Puffer A

Die Chromatographie unter denaturierenden Bedingungen wird bis auf folgende Anderungen entsprechend dem
obigen Protokoll durchgefihrt:

Die Probe (z.B. solubilisierte Einschlusskdrperchen von p30F) wird gegen 100 Volumen 50 mM NaH,PO,, pH8,
6 M Harnstoff dialysiert.

Regeneration der Chromatographiematrix:
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Die komplexierten Metallionen werden durch Waschen mit 2 Saulenvolumen 500 mM NacCl, 50 mM EDTA, pH
8,0 entfernt. Nach Waschen mit 4 Saulenvolumen Wasser, wird die Matrix mit 0,5 Saulenvolumen 100 mM
NiSO, neu beladen. Zur kurzzeitigen Lagerung (< 1 Woche) bei 4°C kann die S&ule mit 2-3 Sdulenvolumen PBS
aquilibriert werden. Die dauerhafte Lagerung erfolgt in 20% Ethanol.

4.6.2 Gelfiltrationschromatographie

Bei der Gelfiltrationschromatographie werden Molekiile nach ihrer GroRe aufgetrennt. Die Matrix besteht aus
léchrigen Kiigelchen mit definierter PorengroRe. Molekile die klein genug sind, um in die Poren einzudringen
steht ein groBeres Saulenvolumen zur Verfiigung sind als gréBeren Molekile, die sich nur im
»Ausschlussvolumen* aulerhalb der Matrixkiigelchen bewegen. Kleine Molekile brauchen folglich langer, um
durch die Matrix einer Gelfiltrationssdule zu wandern. Der Bereich der Auftrennung wird bestimmt durch die
PorengroRe und Beschaffenheit der Matrix. In dieser Arbeit wurden zwei Matrices, Superdex 200 und Superdex
75 der Firma Amersham Bioscience verwendet.

Die Saule wird mit 50 mM NaCl, 1mM EDTA, 20 mM Tris, pH 8 aquilibriert. Vor dem Probenauftrag wird die
Proteinlosung fur 10 min bei 10,000g abzentrifugiert, um Prézipitate zu entfernen. Nach Auftragen des
Uberstandes Flussrate (1 ml/min) wird die Chromatographie durch Zugabe von Aquilibrierpuffer mit FluRraten
von 1,0-1,5 ml/min (Superdex 75) durchgefiihrt.

4.6.3 Immunaffinitatschromatographie

Bei diesem Typ der Affinitdtschromatographie wird das aufzureinigende Protein hochspezifisch und reversibel
von seinem Liganden, einem monoklonalen Antikdrper, adsorbiert, der mit einer nichtléslichen Matrix (Protein
A-Sepharose) kovalent verbunden ist.

Vorbereitung der Immunaffinitdtsmatrix mit mAk 5.2

Fir ein Séulenvolumen von 1 ml werden 1,5 ml Sepharose-Protein A-Suspension zweimal mit NET-Puffer,
pH7,4 gewaschen. Dabei wird das Chromatographiematerial in der Tischzentrifuge fur 10 Sekunden bei
4000rpm sedimentiert und in 500 pl Puffer aufgenommen, bevor es fir mindestens 1 h unter standigem Schiitteln
mit 50 ml Hybridomiiberstand inkubiert wird. Die Sepharose-Matrix mit den gebundenen Antikérpern wird fiir 5
min bei 1000 Upm in der Zellkultur-Zentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wird bei 4°C aufbewahrt und kann
mehrmals verwendet werden. Nach zweimaligem Waschen mit je 15 ml wird das Sediment in 15 ml Borax-
Puffer aufgenommen. Die kovalente Verknlipfung von Protein-A mit den Antikdrpern erfolgt durch 30 mindtige
Inkubation in 20 MM DMP, das als Pulver zugegeben wird, unter standigem Schitteln. Das Material wird fiir 5
min bei 1000 Upm sedimentiert. Es empfiehlt sich, vor und nach der Kopplung, Aliquots zu je 150 pl (entspricht
10 pl Sdulenmaterial) zu entnehmen, um die Kopplung durch SDS-PAGE (berpriifen zu koénnen. Nach
einmaligem Waschen wird die beladene Sepharose in 15 ml 0,2 M Ethanolamin, pH 8,0 aufgenommen und fiir 2
h inkubiert. Nach Sedimentation bei 1000 Upm und einmaligem Waschen wird das Sdulenmaterial in 10-15 ml
TNET aufgenommen und in die Sdule tberfihrt. Die Sdule wird bei 4°C aufbewahrt. Zur Konservierung kann
0,01% Natriumazid zugegeben werden.

Aufreinigung von rekombinanten MSP-1 Fragmenten mittels Immunaffinitdtschromatographie

Die Immunaffinitdtsmatrix mit mAk 5.2 wird mit mindestens 5 Bettvolumen NET-Puffer &quilibriert.
Anschlielend trdgt man die Probe bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,5 ml/min auf die S4ule auf. Unspezifisch
gebundene Proteine werden mit 5 Sdulenvolumen NET-Puffer, gefolgt von 5 Saulenvolumen NET+NaCl-Puffer
und 2 Sdulenvolumen NET, pH 6,8 ausgewaschen. Die Elution erfolgt durch 0,1 M Glycin-L6sung, pH 2,5. Die
Fraktionen werden sofort durch Sammeln in vorgelegten 0,2 Volumen 1M Tris, pH 8,0 neutralisiert und bei —
80°C eingefroren.

4.6.4 Analyse von Proteinen durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophores

Bei der SDS-PAGE wird das Gel in einer radikalischen Polymerisation aus Acrylamid und N, N’-
Methylbisacrylamid hergestellt. Als Stabilisator fur freie Radikale dient Tetramethylendiamin (TEMED).

Proteine besitzen aufgrund ihrer unterschiedlichen Aminosdurezusammensetzung kein konstantes Ladungs-
Masse Verhaltnis. Natriumdodecylsulfat (SDS) ist eine Detergenz, das sehr fest an Proteine bindet und mit
seinen lonen, die Eigenladung der Proteine maskieren kann. SDS beladene Proteine haben nahezu identische
Ladungs-Masse Verhdltnisse. In der Elektrophorese trennt man Proteine in der Reihenfolge ihrer molaren
Massen auf. Die molare Masse eines Proteins wird anhand von Marker-Proteinen bekannter Masse bestimmt.
Um eine scharfe Proteinbanden zu erhalten, 148t man die Proteine in einem zweistufigen PAA-Gel laufen. Dabei
durchwandern die Proteine zuerst das grof3porige Sammelgel (3 %, pH 6,8) und dann das engporige Trenngel (8-
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12,5 %, pH 8,8).Der Fokussierungseffekt wird durch das pH-unabh&ngige Laufverhalten des ,Leitions* Cl-
gegeniiber dem pH-abhéngigen Laufverhalten des ,,Folgeions® Glycin bewirkt (Laemmli 1970).

Die im Probenpuffer aufgenommenen Proben werden vor dem Auftrag fur 5 min gekocht. Um die kovalenten
Disulfidbriicken in den Proteinen zu lésen wurde in dieser Arbeit gelegentlich das reduzierende Reagenz DTT
(50mM) in den Probenpuffer gegeben. Im Sammelgel wird eine Spannung von 8 V/cm und im Trenngel von 20
V/ecm angelegt.

4.6.5 Farbung von Proteinen in PAA-Gelen

Féarbung mit Coomassie-Blau

Die Nachweisgrenze fir Proteine liegt bei dieser Methode bei 100-200 ng Protein pro Bande.

Zum Nachweis der Proteine wird das Trenngel 20-60 min bei RT in Coomassie-Farbeldsung geschwenkt.
Danach wird es mit Wasser abgespiilt und in Entfarberldsung gelegt. Unter mehrmaligem Wechsel der
Entfarberldsung wird das Gel nun 1-12 h bei RT entférbt.

Anschlieend das Gel 1 h in Wasser waschen. Alternativ lassen sich Proteingele auch durch Aufkochen in
Wasser (200 ml je Gel, 3 min. in der Mikrowelle) entfarben.

Silberfarbung von PAA-Gelen nach Heukeshoeven

Muit der Silberfarbung kénnen 1 bis 10 ng Protein pro Bande sichtbar gemacht werden.

- Das Gel wird 1 h (oder UN) in Fixierlésung 1 geschwenkt.

- Das Gel 30 min mit Fixierldsung 2 behandeln

- Viermal je 15 min mit H20 waschen.

- Es folgt eine 60 min Inkubation in der Farbeldsung.
Reste der Farbeldsung werden durch kurzes Schwenken in H20 und in Entwicklerlésung (je 20 sec)
entfernt.

- Das Gel wird nun solange in der Entwicklerlésung geschwenkt, bis die Banden ausreichend geschwérzt
sind. Dies kann je nach aufgetragener Proteinmenge 20 sec bis 10 min dauern.

- Die Reaktion wird durch mehrmaliges Waschen mit Stopplésung beendet.

4.6.6 Western-Blot

Diese Methode wird eingesetzt, um Proteingemische zundchst auf zu trennen und dann ein bestimmtes Protein

nachzuweisen. Im ersten Schritt findet die Trennung der Proteine ber SDS-PAGE statt. AnschlieBend erfolgt

der Elektrotransfer aufgetrennter Proteine auf eine PVDF-Membran (Polyvenylidenfluorid, Immobilon-P,

Millipore)statt. Daflr wird eine spezielle Blot-Apparatur verwendet, in der die negativ geladenen Proteine

Richtung Anode wandern und dabei auf eine mit Transferpuffer getrankte Nitrozellulosemembran (bertragen

werden. Dort werden die Proteine (ber hydrophobe und z.T. auch elektrostatische Wechselwirkungen

festgehalten.

- PVDF-Membran fur 1 min in Methanol anfeuchten.

- PVDF-Membran und Chromatographiepapier fir 5 min in Transferpuffer schwenken

- Membran, PAA-Gel und 3MM Chromatographiepapier wie folgt anordnen (Hierbei ist darauf zu
achten, dal? die einzelnen Komponenten luftblasenfrei aneinander anschlieRen):

-Kathode-
Schaumstoff
2 Lagen 3MM Chromatographiepapier
PAA-Trenngel
Nitrozellulose-Membran
2 Lagen 3MM Chromatographiepapier
Schaumstoff
+ Anode +

Elektrotransfer bei 300 mA und 4°C fir 1 - 5 h (je nach Masse des zu testenden Proteins) oder 100 mA {.N.

Im AnschluR an die Ubertragung der Proteine erfolgt eine spezifische Detektion des interessierenden Proteins
Uber Antikorper. Ein spezifischer Primérantikdrper bindet das nachzuweisende Protein. Mittels eines AP-
konjugierten Zweitantikorpers, der den Fc-Teil des Primérantikdrpers erkennt, wird die Primérantikorper-
Protein-Bindung sichtbar gemacht. Das Enzym AP setzt zugegebene Substrate zu Nitrotetrazoiliumchloridblau
(NBT) und Bromchlorindolylphosphat (BCIP) um, die als blau-violetter Niederschlag auf der Membran
erscheinen.

48



Methoden

- Schwenken in Absattigungspuffer fir 1 h bei RT oder UN bei 4°C

- Inkubation mit Priméarantikérper (verdinnt im Abséattigungspuffer) fir 1 h bei RT auf dem
Schittler

- Waschen der PVDF-Membran mit TBST (dreimal fiir 10 min)

- Inkubation mit dem Sekundarantikérper-Konjugat fiir 45 min bei RT auf dem Schiittler

- Waschen der PVDF-Membran mit TBST (dreimal fiir 10 min)

- Zugabe der Entwicklerlésung

- bei ausreichender Farbung der Banden (nach 1-30 min) Abstoppen der Reaktion durch mehrmaliges
Waschen mit Wasser

Trocknen der Membran kann zwischen zwei Stiicken 3MM Chromatographiepapier erfolgen.

4.6.7 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen nach Bradford

Die Konzentrationshestimmung nach Bradford ist fiir Proteinldsungen mit einer Konzentration von 0,1-1,5
mg/ml geeignet. Basische Aminosaure-Seitenketten von Proteinen bilden mit Coomassie Brilliant Blue G-250
Komplexe, die in Lsung blau erscheinen. Die Intensitat der Farbung ist proportional zu der Menge an protein im
Reaktionsansatz (Bradford 1976). Das Absorptionsmaximum der Komplexe liegt bei 595 nm. Die
Proteinkonzentration kann durch Messung der ODsgs im Vergleich mit einer Eichkurve bestimmt werden. 800 pl
in H,0 verdiinnte Proteinldésung werden mit 200 pl filtrierte Bradford-Reagenz-Stocklésung zusammen pippetiert
und fir 5 min inkubiert

Fur den Nullabgleich wird 800 ul H,0 + 200 ul Bradfordldsung verwendet. Messung der ODsgs erfolgt am
Spektralphotometer. Die Konzentration wird durch den Vergleich mit der Eichkurve ermittelt, die aus
Verdiinnungen eines Proteinstandards (BSA) erstellt wurde.

Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen nach der Biuret-Methode

Die Konzentrationsbestimmung mit der Biuret-Methode ist fir Proteinldsungen mit Konzentration von

mindestens 2 mg/ml geeignet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode fiir die Bestimmung der

Proteinkonzentration von IB-Praparationen genutzt:

- Fallung der Proteine: 50 ul IB-Lésung + 450 ul H,0 + 500 ul TCA

- Abzentrifugieren der gefallten Proteine fiir 10 min bei 4 °C, 14 000Upm.

- Aufnahme des Sediments in 2 ml Biuret-Reagenz.

- Losen des Sediments bei 50 °C im Schittler. Immer mal wieder vortexen um die Auflésung des
Sediments zu unterstitzen.

- Die Messung erfolgt bei ODs46 im Photometer und wird nach der folgenden Formel berechnet:

Konz. (mg/ml) = (ODs4s * 19 * 2)/(Probenvol. (ml) * 5)

Anreicherung von Proteinlésungen

Diese Methode wurde in dieser Arbeit vor allem bei der Tetramerherstellung nach der Gelfiltrationschromatographie verwendet um die
biotinylierten Komplexe anzureichern. Mit den ,,Microsep“-Ultrafiltrationsrohrchen (PALL) kann man Proteinlésungen um einen Faktor von
10-50 ankonzentrieren. Hier, wurden ,,Mikrosep 10K*“mit einem AusschluBvolumen von 10kDa verwendet.

Man gibt bis zu 3 ml der zu konzentrierenden Ldsung in das Zentrifugationsréhrchen und zentrifugiert bei 3000
gund 4 °C (hier verwendet: SM24 Rotor, uflere Reihe 6000Upm) bis die gewiinschte Konzentration erreicht ist
(30 min bis einige Stunden).

4.7 Kultivierung von Saugerzellen

4.7.1 Wachstum von Zellkulturen

In dieser Arbeit wurden HeLa A2-Db Zellen verwendet und die beschriebenen Methoden beziehen sich auf
diese Zelllinie. Als Kulturmedium wurde fiir die HelLa-Zelllinien komplettes RPMI 1640-Medium mit 10%
fotalem Kélberserum (FCS) verwendet.

Alle Tatigkeiten, die sich mit der Kultivierung von Zellen befassen, erfordern absolute Sterilitat der verwendeten
Materialien, Lsungen und Medien. Die Arbeiten wurden ausschlielich in sterilen Werkbanken (“laminar flow
hood") durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in befeuchteten Brutschranken mit einer 5%-igen
CO2-Atmosphare bei 37°C.
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4.7.2 Passagieren der Zellen

Hela-Zellen

Die HeLa A2-Db Zelllinie kann sowohl adhérent als auch in Suspension wachsen. In unserem Labor wurden sie
adharent, als einschichtiger Zellrasen auf dem Boden der Kulturschalen gewachsen. Um Zellen verdiinnt
auszusaen, oder sie auf mehrere Platten zu verteilen, missen sie vom Boden der Kulturschale abgeldst werden.

Die Zellen haften sich durch Adhé&sionsproteine an ihrer Unterlage fest. Diese Interaktion ist, zumindest

teilweise, von Kalzium- und Magnesium-lonen abhéngig und kann somit durch EDTA-Zugabe aufgehoben

werden. Die Behandlung mit einer PBS(EDTA)-Ldsung ist eine schonende Variante, Zellen von ihrem

Untergrund abzultsen. Die Methode ist im Folgenden kurz erldutert:

- Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

- Zugabe des halben VVolumens der Kulturmedium entsprechenden Menge an PBS(EDTA)-Lésung.

- Inkubation furr 5-15 Min., bis sich die Zellen abrunden und sich beginnen von ihrer Unterlage abzul&sen.

- Abspiilen der Zellen mit einer Pipette und Uberfiihren der Zellsuspension in ein Schraubdeckelréhrchen
entsprechender GroRe.

- Sedimentation der Zellen (Zellkulturzentrifuge, 1200 UpM, 5 Min. bei RT)

- Absaugen des Uberstands und resuspendieren der Zellen in einem geeigneten Volumen Kulturmedium
(oder PBS). Zur Bestimmung der Zelldichte kann ein Aliquot der Suspension in der Neubauer-Kammer
(s.unten) ausgezahlt werden.

- Aussaen der gewlinschten Zellmenge auf entsprechende Kulturgefafe.

Alternativ kann eine Schnellmethode durchgefiihrt werden:

- Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

- Zugabe von PBS(EDTA)-L6sung (entsprechend 1/10 Volumen des verwendeten Kulturmediums),
Inkubation fur 5-15 Min.

- Die Zellen werden direkt in Kulturmedium aufgenommen und kénnen in gewiinschter Menge auf
andere GeféRe transferiert werden.

HeLa A2-Db Zellen lassen sich kurz nachdem die Zellen in Suspensionkultur gewachsen wurden nur schlecht

durch die Komplexierung von Ca** und Mg?* lonen ablésen. Die Interaktion der Adhasionsproteine mit der

Kulturschalenoberfache ist zu stark. In solchen Féllen kann man durch eine milde Behandlung mit Trypsin die

Oberflachenproteine proteolytisch spalten, so dal sie von der Kulturschale entfernt werden kénnen. Als

Reagenz wurde hierfiir die Typsin/EDTA-L6sung der Firma Invitrogen benutzt. Die Methode sieht folgende

Arbeitsschritte vor:

- Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS.

- Zugabe von 2ml Trypsin/EDTA-L6sung in eine 14 cm Platte und Inkubation der Zellen bei 37°C fir 5
min

- Zugabe von 5 ml Kulturmedium, um die Spaltungsreaktion zu stoppen

- Abspiilen der Zellen mit einer Pipette und Uberfiihren der Zellsuspension in ein Schraubdeckelréhrchen
entsprechender GroRe.

- Sedimentation der Zellen (Zellkulturzentrifuge, 1200 UpM fir 5 Min. bei RT)

- Absaugen des Uberstands und resuspendieren der Zellen in einem geeigneten Volumen Kulturmedium
(oder PBS). Zur Bestimmung der Zelldichte kann ein Aliquot der Suspension in der Neubauer-Kammer
ausgezahlt werden.

- Aussaen der gewlinschten Zellmenge auf entsprechende Kulturgefalie.

Einfrieren und Auftauen der Zellen

Um Zellen langfristig zu lagern, werden sie bei -196°C in fllissigem Stickstoff eingefroren:

Dazu werde die Zellen vom Kulturgefal abgeldst, sedimentiert, in 500 pl eiskaltem FCS resuspendiert, und fir

5-10 Min. auf Eis gestellt.

- Zugabe von 500 pl eiskaltem RPMI Medium / 20% DMSO.

- Mischen und Uberfiihren der Suspension in ein 1ml-Einfrierréhrchen fur Zellen.

- Zundchst erfolgt das Einfrieren bei -80°C, nach 1-2 Tagen werden die Zellen dann in Tanks mit
flussigem Stickstoff Gberfiihrt.

Zum Auftauen der Zellen werden Einfrierréhrchen zundchst im Wasserbad inkubiert, bis das Einfriermedium zu
schmelzen beginnt (angetaut), dann durch rasches Mischen mit 500 pl PBS oder Kulturmedium (ohne FCS, um
Schaumbildung zu vermeiden) in 10 ml vorgewarmtes Kulturmedium Uberfuhrt. Die Suspension wird
abzentrifugiert, um das fur die Zellen toxische DMSO unverziglich zu entfernen. Die Zellen werden
anschlielend in Kultur genommen.
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Zahlen von Zellen in der Neubauer-Zahlkammer

Der optisch plane Boden Zahlkammer ist mit einem rechtwinkligen Zahlnetz versehen, das aus Linien besteht.
Durch Aufbringen eines Deckglases wird (iber der Bodenflache ein Raum abgegrenzt (0, 1 mm Hohe), in dem
die Zellen mikroskopisch ausgezahlt werden. Die zum befestigen des Deckglases vorgesehenen plan
geschliffenen Glasflachen der Kammer werden leicht angefeuchtet, und das Deckglas aufgeschoben. Auf beiden
Flachen sollten Newton’sche Ringe sichtbar sein. 1-2 Eckquadrate (16 kleine Quadrate/Eckquadrat) werden
ausgezahit.

Formel: Zellzahl/Anzahl der Eckquadrate * Verdiinnung = Zellzahl * 10*/ml

4.7.3 DNA-Transfer in Saugerzellen

Um die Regulation und Expression von Genen in einer Saugerzelllinie zu untersuchen, ist es oftmals notwendig
DNA von auBBen in die Zelle zu bringen. Dabei kennt man traditionelle chemische Methoden (DEAE-Dextran-
oder Kalzium-Phosphat-Koprazipitations-Methode), die Verwendung Kkationischer Lipide (Liposomen-
Transfektions-Methode) und physikalische Methoden (Elektroporation, Mikroinjektion). Eine ideale Methode,
um DNA-Molekiile in eine Zelle zu transferieren, sollte folgende Kriterien erfiillen: Hocheffizienter DNA-
Transfer, geringe Toxizitat, Reproduzierbarkeit und einfache Durchfiihrbarkeit.

Transiente Kalzium-Phosphat-Transfektion von Plasmid-DNA in Sauger-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine modifizierte Kalzium-Phosphat-Transfektion nach der Methode von
(Graham and van der Eb 1973)durchgefiihrt. Die Zellen nehmen Komplexe aus feinen Kristallen aus DNA und
Kalzium-Phosphat auf. Einen EinfluR auf die Effizienz der Aufnahme scheinen dabei pH-Wert des
Kulturmediums, PartikelgroRe der Kristalle und die L&nge der Inkubationszeit, sowie der physiologische Zustand
der Zellen zu haben.

- Wechsel der Kulturmediums eine Stunde vor Zugabe der DNA-Kalzium-Phosphat Komplexe

- pH durch Inkubation in 6% CO, Brutschrank auf pH 7,2 einstellen.

- Die DNA wird zunéchst in eine 250 mM CaCl2-Lésung gegeben. Fir in 6-Loch-Schalen durchgefiihrte

Transfektionsexperimente waren dies: 2ug DNA in 100ul CaCl-Ldsung, bei der Verwendung von 10
cm Kulturschalen wurden 10ug DNA in 500ul CaClo-Lésung eingesetzt.

- Diese Losung wurde in kleinen Aliquots in das gleiche Volumen 2x HBS-Puffer gespritzt, wodurch die
Ausformung kleiner Kalzium-Phosphat-Kristalle beginnt, die DNA mit einschlielen. Das Prézipitat soll
sich flir ca. 30 Min. bei RT formen, danach wird die Suspension vorsichtig gemischt, verteilt in das
Kulturmedium getropfelt, und zwischen 20 und 36 Stunden mit den Zellen inkubiert.

- Die Zellen werden nach Beendigung der Transfektion (2-4 h) mit PBS gewaschen, um das Prézipitat zu
entfernen. Bei den hier verwendeten Hela-Zellen ist dies nicht erforderlich.

Transfektion von Plasmid-DNA in Sauger-Zellen mittels Elektroporation

Bei der Elektroporation wird durch einen kurzen direkten Strompuls ein transmembranes, elektrischen Feld in

den Zellen induziert. Dieses transmembrane, elektrische Feld ruft lokale Instabilititen in der Zellmembran

hervor, die ,Elektroporen” genannt werden. Wahrend dieser Instabilitatsperiode ist es nun sogar

Makromolekiilen wie DNA mdglich, in die Zelle zu gelangen. Sind die Paramenter optimal gewéhlt, erholen sich

die Zellen nach dem elektrischen Puls wieder und kdnnen weiter in Kultur gehalten werden.

- Die Durchfithrung der Transfektion beginnt mit der Kultivierung von Zellen in frischen Medium zwei
Stunden vor der Elektroporation.

- Frische Kulturplatten werden mit Poly L-Lysin beschichtet.

- Die zu transfizierende DNA, ungefahr 3-5ug pro 300 ul Zellsuspension, vorbereiten.

- Anschlielend werden die Zellen von 14 cm Platte abgeldst und verdiinnt, so daB sich 3 Mio. Zellen in
300ul Kulturmedium befinden.

- Zu 300 pl Zellsuspension werden zu 10 pg DNA dazugemischt, die Suspension flir 2 min bei RT
inkubiert und anschlieend in eine Elektroporationskiivette (4mm) tberfiihrt.

- Die kalte Kivette wird in das Elektroporationsgerat (in unserem Fall der Genpulser der Firma Biorad)
gebracht und einen elektrischen Puls gegeben. Die Parameter fiir Hela-Zellen waren dabei 200 V bei
960uF.

- Nach dem Elektroschock wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichtete-10 cm Kulturschalen
ausplattiert und bis zur Analyse fiir 24 h bis 36 h im Brutschrank bei Standardbedingungen inkubiert.
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Lipofektamin—Transfektion von Plasmid-DNA

Zellen konnen Lipide mit DNA zusammen aufnehmen. Bei dieser Methode ist es wichtig, daB die Zelldichte in
der Kulturschale mdglichst hoch und das optimale Verhéltnis der zu transfizierenden DNA zu Lipid
experimentell bestimmt wurde. Es wurde das Lipofektamin™ 2000 Reagenz von GIBCOBRL verwendet.

- Der Vorgang ist fur einen Transfektionsansatz in einer 6¢cm Schale beschrieben:

- Zellen eine Stunde vor Transfektion mit frischen normalem Medium inkubieren.

- pro Ansatz wird 4ug DNA mit 8 pl Lipofektamin 2000 vermischt, in einem
Gesamttransfektionsvolumen von 500 pl.

- Vorverdiinnungen pro Ansatz: DNA wird in 250 pl serumfreies OPTI-MEM verdiinnt. Lipofektamin
2000 wird in 250 pl OPTI-MEM verdinnt. Nach der Verdiinnung des Lipofektamin missen DNA und
Lipofektamin innerhalb von 30 min kraftig durch schnippen am Eppendorfgefaly vermischt werden.

- 20 min bei RT inkubieren

- In dieser Zeit Zellen mit serumfreiem OPTI-MEM waschen und Zellen mit 2ml dieses Mediums in den
Brutschrank stellen.

- 500ul Lipofektamin-DNA Suspension auf die Zellen traufeln.

- 4-6 Stunden inkubieren.

- Zellen waschen und mit frischem Medium beschichten.

Etablierung stabil transfizierter Zellinien mittels Chemoselektion

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten HeLa-Zelllinien wurden auf Hygromyzin B- und G418-Resistenz
selektioniert. Die HelLa-d190 Zelllinie wurde noch zusatzlich auf Zeomyzin Resistenz selektioniert
(Konzentration in Kulturmedium: Zeomyzin 50 pg/ml; Hygromycin B 300 pg/ml, die an G418 1mg/ml).

Fur die Entwicklung einer stabilen Zelllinie muB Fremd-DNA stabil in das Genom der Zelle integriert werden.

Die Integration linearisierter Plasmid-DNA erfolgt ohne offensichtliche Praferenz bestimmter Integrationsorte im

Genom, d. h. sie ist statistisch verteilt. Die Anzahl der Kopien pro Genom ist variabel. Zellen, die die Fremd-

DNA eingebaut haben werden (ber einen Selektionsmarker selektioniert. Dazu kann man Resistenzgene gegen

toxische Substanzen verwenden. Zellen, die keine entsprechende DNA integriert haben werden abgetotet. Das

Resistenz vermittelnde Gen kann sich auf gleichen Plasmid wie das zu exprimierende Gen befinden, oder es wird

mit dem zu untersuchenden Gen ko-transfiziert.

Bei der Ko-Ttransfektion wird ein hoher UberschuR des Plasmides mit dem Selektionsgen eingesetzt damit es

moglichst wahrscheinlich ist, dal jede Zelle, die den selektionsspezifischen Phanotyp zeigt, auch die zu

untersuchende DNA im Genom integriert hat:

- Zellen in einer etwa 80% konfluenten 6 cm Kulturschale werden mit 5 pg linearisierter Plasmid-DNA
transfiziert. (Das Verhéltnis von Selektionsplasmid zu fremden Gen betrug hierbei 1:3 oder 1:5). Die
Inkubation mit dem Lipofektamin-DNA Suspension erfolgt furr vier Stunden.

Mediumwechsel auf 6cm Schalen.

Nach vier Tagen wurden die Zellen auf 10 cm Schalen umgesetzt und eine Selektion mit Zeomyzin gestartet.

(Zellen wurden zusétzlich, wegen schon integrierter Framdgene unter Hygromyzin und G418 Selektionsdruck

gehalten.

- Nach 1-2 Wochen sind alle nicht resistenten Zellen abgestorben, und stabil transfizierte Klone als
Kolonien erkennbar. Um Klone zu isolieren und anschlieBend separat zu expandieren, werden die
Zellen zunéchst mit PBS griindlich gewaschen, dann mit PBS (EDTA)-L6sung fir etwa 2-3 min
inkubiert. Die Zellen sollen sich gerade abrunden, nicht jedoch von ihrer Unterlage ablésen! Mit einer
20 pl Eppendorf-Pipette, die auf 10 pl eingestellt wurde, zieht man ca. 5 pl Medium an und setzt dann
die Pipettenspitze auf die Kolonie. Durch sehr vorsichtiges Auf- und Abpipettieren werden die Zellen
abgeldst und in 24-Loch-Zellkulturplatten transferiert, wo sie weiter unter Selektionsdruck expandiert
werden.

Etablierung stabil transfizierter Zellinien mittels FACS

Eine weitere Mdoglichkeit, stabil exprimierende Zellen zu isolieren, besteht in der Verwendung von
Selektionsgenen, deren Genprodukte ein spezifisches Lichtsignal liefern. Die Erzeugung eines solchen
Lichtsignals kann durch die Umsetzung eines entsprechenden Substrates durch ein Enzym wie z. B. der
Luziferase erfolgen oder das Genprodukt fluoresziert selbst durch die Anregung mit einer monochromatischen
Lichtquelle, wie dies beim Green-fluoreszent-Protein (GFP) der Fall ist. Das grunfluoreszierende Protein stammt
urspriinglich aus der Qualle Aquorea victoria. Der Vorteil bei der Verwendung von GFP, besteht bei darin, dal
man lebende Zellen auf die Expression von GFP selektionieren kann, ohne sie zu beschadigen oder zu
manipulieren.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde 2eGFP als Selektionsgen verwendet und positiv transfizierten Zellen mit einem
FACS (,fluorescence activated cell sorter*)-Gerat isoliert. Dieses modifizierte GFP fluoresziert verstarkt
(,e“,enhaced) und besitzt eine Halbwertszeit von zwei Stunden (,,2“). In einem FACS-Geréat werden die Zellen
zunéchst vereinzelt in einen Durchflussstrom gebracht, der durch die Verwendung eines Piezo-Elementes in
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einzelne Tropfen fragmentiert wird. Durch das monochromatische Licht eines Lasers der Wellenldnge 488 nm
wird nun jeder Tropfen einzeln angeregt, wobei darin befindliche eGFP produzierende Zellen ein
Emissionssignal der Wellenldnge 520 nm liefern. Tropfen, in denen man eine solche Emission nachweist werden
nun elektrisch geladen und mit Hilfe eines elektrischen Feldes aus dem Hauptstrahl in ein Auffanggefal
abgelenkt.

Experimentell, begannen wir in dieser Arbeit zundchst mit der Transfektion von Expressionsplasmiden, die in
unserem Fall 2eGFP unter der Kontrolle von Py hatten, in entsprechende Zelllinien mittels Lipofektamin-
Transfektion. Transfizierte Zellen wurden Uber einen Zeitraum von mindestens 9 Tagen kultiviert. Nach diesem
Zeitraum war davon auszugehen, daf das Signal der transienten Expression nicht mehr existiert und sich in
dieser Population nun Zellen befinden in denen die 2eGFP-Expressionskassette stabil ins Genom integriert ist.
Die Zellen wurden mit Doxizyklin tiber Nacht induziert, von der Kulturschale abgeldst, sedimentiert und in
Sortiermedium resuspendiert, so daB ca. 2 Mio. Zellen/ml vorliegen. Diese Zellsuspension wird anschlieRend
durch einen Filter in ein GefaR tberfihrt, das an das FACS-Gerat angeschlossen werden kann. Die Zellen
wurden durch Angelika Kehlenbach am FACS-Gerat des ZMBH aussortiert. Die isolierten Zellen wurden vom
Gerat direkt in eine mit Antibiotikum-haltigen Medium befiillte Kulturschale transferiert, die nach Abschluss des
Sortiervorgangs wieder in den Brutschrank tberfuhrt wurde.

Um eine Population mit Gber 90 % an 2eGFP positiven Zellen zu gewinnen, waren mindestens drei
aufeinanderfolgende Selektionsrunden notwendig.

4.7.4 Quantifizierung von Transfektionsexperimenten

Herstellung von Zelllysaten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Plasmid-kodierte Reportersysteme verwendet, um quantitative Aussagen Uber

transkriptionelle Regulationseinheiten, die diese Reportersysteme kontrollieren, treffen zu kdnnen (eine

Ubersicht tiber Reportergene zur Analyse der eukaryotischen Transkription findet sich in ((Alam and Cook

1990). Dazu werden tranfizierte Zellen lysiert und die Zellextrakte anhand biochemischer Reaktionen, die das

betreffende Reportersystem katalysiert, analysiert.

Die Herstellung der Zelllysate sei im Folgenden erléutert:

- Waschen der Zellen in PBS.

- Adhérent gewachsene Hela-Zellen werden durch Zugabe von Lysepuffer lysiert. Bei einer 3,5 cm
Schale gentigen 100 pl, bei einer 6 cm Schale sind 200-250 pl ausreichend.

- Inkubation fur 5 Min. bei Raumtemperatur.

- Die Zellen werden mit einem Schaber von ihrem Untergrund abgeldst und in ein 1,5 ml Eppendorf-
GefaR uberflhrt.

- Zentrifugation des Zelllysates in der Tischzentrifuge bei 13000 Upm fir 30 Sek., um unlésliche
Bestandteile zu entfernen.

- Uberfiihren des Uberstandes in ein neues GefaR.

Alternativ kénnen die Zellen auch mit den blichen Methoden abgeldst, sedimentiert und in Lysepuffer lysiert
werden. Auch hier miissen noch die unldslichen Bestandteile durch Zentrifugation abgetrennt werden.

Das Luziferase-Reportersystem

Der Leuchtkafers Photinus pyralis enthélt ein Gen, das fur das Enzym Luziferase kodiert (de Wet et al. 1987).

Dieses Enzym katalysiert in Anwesenheit von Magnesium-lonen und unter ATP-Hydrolyse die oxidative

Decarboxy-lierung von D(-)-Luziferin zu Oxoluziferin. Durch diese Reaktion werden Photonen der Wellenlange

562 nm freigesetzt, die sich in einem Bioluminometer quantifizieren lassen. Dabei ist die Menge der erzeugten

Photonen direkt proportional zur Menge an Luziferase, solange sich das Substrat im Uberschuf befindet, so daf

dadurch die Expressionsstarke bestimmt werden kann. Diese lineare Korelation existiert Gber einen Messbereich

von Uber finf GroRenordnung. Das Luziferase-Reportersystems hat eine extrem hohe Empfindlichkeit.

Die Luziferaseaktivitat wird in Zell bzw. Gewebeextrakten transfizierter Zellen nachgewiesen.

- 10 ul Lysat werden in 250 pl Luziferase-MeRpuffer gegeben.

- Die Probe wird im Bioluminometer (BioLumat 9051, Fa. Berthold) nach automatischer Injektion des
Substrates (100 pl einer wéssrigen 125 mM Luziferin-L6sung) vermessen.

- Das emitierte Licht wird von einem "Photomultiplier" (MeRbereich von 390-620 nm) {ber 10 s
gemessen, integriert und als relative Lichteinheiten (RLU) angeben.

Das R-Galaktasidase-Reportersystem

Das lacZ Gen von E. coli lasst sich bei Verwendung von entsprechenden Transkriptionssignalen in
eukaryotischen Zellen exprimieren. Es katalysiert die 3-glykosidische Spaltung von Laktose und einiger analoger
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Substrate in Monosaccharide. Man kann die Enzymaktivitit Uber die Spaltung zweier analoger Substrate

ermitteln:

Zur quantitativen Analyse der Enzymaktivitat kam ONPG zum Einsatz, dessen Spaltung l6sliches o-Nitrophenol

freigesetzt, das sich bei 420 nm spektralphotometrisch quantifizieren lasst. Bei der Spaltung von X-Gal entsteht

5,5 Bibromo-4,4""-dichloro-Indigo Farbstoff.

Quantifizierung der R-Galaktosidase-Aktivitét in Extrakten transfizierter Zellen:

- In einem 1,5 ml Eppendorf-Gefal werden 10 pl Zelllysat ad 100 pl H20 aufgefullt, und mit 700 pl Z-
Puffer versetzt.

- Zugabe von 200 ul ONPG-L&sung, mischen, und Inkubation bei 37°C bis eine Gelbfarbung eintritt.

- Stoppen der Reaktion durch Zugabe von 500 pl einer 1M Na,CO3-Lésung

- Bestimmung der OD42¢ (und ODs5() im Spektralphotometer.

Die Enzymaktivitat wird in Miller-Einheiten angegeben und errechnet sich wie folgt:

Egpo- (1,75 E
Einheiten = 1000 - =420 ¢ 550)

t-V.C
E420 Extinktion des Enzymansatzes bei 420nm
Ess0 Extinktion des Enzymansatzes bei 550nm
t Reaktionszeit (Min)
\Y eingesetztes Probenvolumen (pl)
C Proteinkonzentration der Probe (pg/pl)

4.8 Immunologische Techniken

4.8.1 Enzyme linked immunosorbent Assay (ELISA)

Mit der ELISA —Technik kann Spezifitat und Sensitivitat der Bindung von Antikdrpern an ein Antigen erfasst
werden. Je nach Fragestellung kann man sowohl die Quantitat eines Antigens als auch eines Antikdrpers

feststellen.

Als Erstes wird das Antigen auf einer Polystyrol-Platte immobilisiert. Die erste Spalte jeder Platte dient als Blindwert zur Aquilibrierung des
Gerétes und wird daher nur mit Blockpuffer und nicht mit Antigen beschichtet. AnschlieBend, werden die Antikdrper in einer
Verdinnungsreihe aufgetragen und mit dem immobilisierten Antigen inkubiert um Gelegenheit zu bekommen spezifische
Antigen/Antikérperkomplexe auszubilden. Die von dem Antigen gebundenen Antikdérper werden Uber einen enzymatisch markierten
sekundédren Antikdrper detektiert (indirekter ELISA), wobei die Menge an gebundenem Sekundérantikdrper die Signalstarke der
Farbreaktion beeinflusst.

Als Antigen wurden rekombinant in E. coli exprimierte und aufgereinigte MSP-1 Fragmente p83, p30, p38, p42,

pl9 verwendet. Die optimale Menge an Antigen, die zur Absattigung der festen Matrize fuhrt wurde in

Vorarbeiten bereits ermittelt (Turbachova, Dissertation 2000) und belief sich auf 100-200 ng Antigen/100pl.

- Antigen in Karbonatpuffer 16sen und Platten mit je 100 ul Antigenldsung pro Vertiefung(Konzentration
100ng/100 pl) beschichten.

- 2 h RT und 2 h bei 4° C inkubieren.

- 2 * Waschen mit je 200 ul Waschpuffer (1 * TBST)

- Blockieren der unspezifischen Bindung mit 100 ul Blockpuffer (1% Magermilchpulver in TBST) und
Inkubation fiir 1 h, RT

In dieser Zeit werden die Seren vorbereitet: Seren wurden 1:100 in Blockpuffer verdiunnt. Fir jedes Serum

werden Doppelmessungen vorgenommen, so daf} insgesamt 400 ul pro Serum-Verdiinnungslésung bendtigt

werden.

- Abpipettieren des Blockpuffers

- Ansetzen der Verdiinnungsreihe direkt in den Platten: In die erste Reihe werden 200 pl der Serum
Ausgangsverdinnung vorgelegt. Der Rest der Platte wird mit je 100 ul Blockpuffer beschichtet. Mit der
12-Kanal Pipette werden 100 pl der Ausgansverdiinnung in der ersten Reihe enthommen und in die
zweite Reihe pipettiert. Durch mehrmaliges auf- und ab-pipettieren mischen. Nun aus der zweiten Reihe
100 pl entnehmen und mit dem Blockpuffer der folgenden Reihe vermischen. So entsteht eine 1:2
Verdlnnungsreihe der Ausgangskonzentration von Serumantikdrpern. Ausgehend von einer 1: 100
Verdiinnung wird in der achten Reihe eine Verdlinnung von 1: 12 800 erreicht.

- Inkubation G.N., 4° C

- 4 * Waschen mit 200 pl Waschpuffer.
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- Beschichten mit 100 ul Ak Maus anti-human-AP-Konjugat (1:3500 in Blockpuffer verdinnt).
Inkubieren fir 1h, RT.

- 2 * Waschen mit Waschpuffer und anschlieRend 2* Waschen mit Substratpuffer.

- Die Farbreaktion wird Kkatalysiert durch die Alkaline Phosphatase, die das Substrat p-Nitrophenyl-
phosphat (NPP) hydrolysiert. Daflr wird 1mg/ml NPP in Substratpuffer gelést und 1 h, RT bei
Dunkelheit inkubiert.

- Stoppen der Reaktion mit 100 ul von 0,1 M EDTA.

- Photometrische Bestimmung des Farbsignals bei 405 nm im ELISA-Gerat.

4.8.2 Herstellung von MHC Klasse-I-/Peptid Komplexen

Die Tetramer-Technik ist eine sensitive Methode um die Frequenz antigen-spezifischer zytotoxischer T-Zellen
zu bestimmen (Altman et al. 1996). Die Methode charakterisiert CD8+ T-Zellen ausschliellich phanotypisch und
liefert keine funktionellen Informationen. Prinzipiell handelt es sich um eine Rezeptor-Ligand Interaktion, bei
der spezifische T-Zell-Rezeptoren auf der Oberflache von zytotoxischen T-Zellen Gber ihren rekombinant
hergestellten Liganden markiert werden. Diese werden als MHC Klasse-I Molekile (beim Menschen HLA
Klasse-1) bezeichnet und befinden sich in vivo auf der Zelloberflache auf der sie mit kurzen meist 9 AS langen
Peptiden beladen sind. Diese Peptide stammen von proteolytisch abgebauten zytoplamatischen Proteinen.

Der Ligand besteht aus drei Komponenten, schwere (heavy chain=hc) und leichte Kette (Beta-2 microglobulin =
R2m) des HLA-Molekiils, und dem MHC-restringierten neun-AS langen Peptid. Die beiden Proteine werden in
E. coli exprimiert, um aus Einschlusskoérperchen (I1Bs) aufgereinigt zu werden. Es folgt die Rickfaltung der
rekombinant produzierten HLA-Ketten zusammen mit dem Peptid (Garboczi et al. 1996). Die
Ruckfaltungsreaktion wird ankonzentriert, umdialysiert und biotinyliert. AnschlieBend werden die biotinylierten
Komplexe Uber eine Gelfiltrationschromatographie aufgereinigt. Erhaltene MHC 1/Peptid Komplexe
(Monomere) kdénnen in fliissigem N, schock-gefroren und zu einem spéteren Zeitpunkt fur die CD8+ T-Zell
Farbung mit Streptavidin multimerisiert werden.

Expression und IB Praparation der HLA-A*0201hc und 32m Proteine

Fur die Expression der HLA-A*0201 -und 32m-Kette in E.coli werden Plasmide pET 3a und pZE1.3 HLA-A2hc
in Bakterien (Stamm W3110-Z1) transformiert. Mit einzelnen Klonen wurden 5 ml Bakterienkulturen angeimpft.
Zur Herstellung groRerer Proteinmengen werden Kulturvolumen von 0,5-1 | verwendet. Das Protokoll zur
Expression und Aufbereitung von EinschluBkérperchen entspricht den beschriebenen Standardprotokollen zur
Préparation von IBs.
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Abbildung 4-1 Herstellung von MHC/Peptid Komplexen (nach Lang and Bodinier 2001)

Ruckfaltungsprotokoll

Die MHC-I Kette und B2-m werden in einem Faltungspuffer zusammen mit dem Peptid riickgefaltet um sich zu
einem trimeren Komplex zusammen zu lagern. Die Riickfaltungsreaktion wird in einem Volumen von 150ml
durchgefiihrt.

In den zwischen 4-10° C temperierten und geriihrten Faltungspuffer werden Proteaseinhibitoren PMSF,
Pepstatin, Leupeptin hinzu gegeben.

6-7 mg lyophilisiertes Peptid wird in den Faltungspuffer gegeben.

Die Menge an hc und R2m IBs werden kalkuliert. Insgesamt werden 13,45 mg hc und 9,9 mg 2m
benétigt. Diese Mengen werden aufgeteilt: in je drei Aliquots. Vor jedem Schritt der Pulsrenaturierung
wir ein Aliquot hc und ein Aliquot R2m genommen und 1:2 mit Guanidine Ldsung verdinnt. Alle IB-
Aliquots werden mit einer Spritze (27gauge Nadel) in den Faltungspuffer, dicht an den Ruhrer gespritzt.
Vor den Pulsen wird die Riihrstarke maximal erhéht, um die schwere Kette schnell zu verdiinnen.

Erster Puls: Ein 82m-Aliquot wird injiziert. AnschlieBend ein Aliquot hc.

10 Stunden Inkubationszeit unter langsamem Ruhren.

Zweiter Puls: B2m und hc-Aliquot wird nacheinander injiziert.

6-12 Stunden Inkubationszeit unter langsamem Riihren.

Dritter Puls: $2m und hc Aliquot werden injiziert.

Ungeféhr 16-24 Stunden Inkubationszeit bei langsamem Ruihren.

Der 150ml Faltungsansatz wird bei 10000 rpm fiir 10 Minuten abzentrifugiert um ausgefallenes Protein
zu entfernen. Die anschliefende Ankonzentrierung und der Pufferaustausch finden in der Rihrzelle
statt.

Ankonzentrierung des Faltungsansatzes auf 10ml.

Zugabe von 90ml Tris-Puffer (Austauschpuffer).

Ein zweites Mal auf 10ml ankonzentrieren und mit 90ml Austauschpuffer auffillen.

Wieder ankonzentrieren auf 10ml. (Der Ansatz kann zwischen durch in flissigem Stickstoff Schock-
gefroren und bei -80°C aufbewahrt werden).

Die 10 ml Probe wird uber einen 0,22 um Spritzenfilter von Aggregaten befreit.

Ankonzentrieren auf 500-700ul in einem Microspin GefaR (MWCO 10 000) bei 4000 rpm.
Anschlieend sollte die Biotinylierungsreaktion angesetzt werden.
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Biotinylierung

Die rekombinant exprimierte schwere Kette ist eine mutagenisierte Form der urspriinglichen schweren Kette. Es

fehlen Transmembran- und zytoplasmatische Domane des Proteins. Anstatt dessen wurde eine

Biotinylierungssequenz am C-Terminus eingefiihrt, die die spezifische Biotinylierung der monomeren

MHC/Peptid Komplexe erlaubt. Die Biotinylierungsreaktion wird nach dem Protokoll des Enzymhersteller

Firma AVIDITY durchgefihrt. Alle Reagenzien werden (iber den Hersteller geliefert.

- Prinzipiell wird die auf 500-700ul konzentrierte Probe mit Bir A Enzym, d-Biotin und ATP Uber Nacht
bei RT inkubiert.

- Da wir von ungeféhr 400-600ug Monomer-Ausbeute pro 150ml Faltungsreaktion ausgehen, reichen 5ul
BirA fiir eine effektive enzymatische Reaktion aus.

- Zusétzlich zu den Hersteller Puffer A, B und d-Biotin werden Proteaseinhibitoren (0,5 ul Pepstatin und
0,5 ul Leupeptin) in die Reaktion gemischt (fir Stockldsungen s. Material).

- Die Effizienz der Biotinylierung wird nach der chromatographischen Reinigung in einem Streptavidin-
shift Assay Uberprift.

Aufreinigung der Monomere Uber Gelfiltrationschromatographie

Durch die Gelfiltration wird aus der biotinylierten Probe die MHC/Pepti-Komplex-Fraktion aufgereinigt und
von Aggregaten, freier leichter Kette, sowie von BirA abgetrennt. AuBerdem wird tberschiissiges d-Biotin
abgetrennt, welches sonst die Multimerisierung der Monomer-Komplexe mit Streptavidin behindern wiirde.

- Aquilibrierung der Superdex 75 Saule mit Aquilibrierungspuffer (20mM Tris HCI, 50mM NaCl Puffer).

- Nach Auftragen der Probe wird die Chromatographie durch Zugabe von Aquilibrierungspuffer mit
Flussraten von 0,5-1,5 ml/min durchgefiihrt.

- Es erscheinen vier charakteristische Peaks: Bei einem Sdulen-Ausschlussvolumen von 40ml werden
hochmolekulare Aggregate aus der S&ule gespllt. Bei ungeféhr 60ml kann die Monomer-Komplex-
Fraktion eingesammelt werden. Es folgen ein hoher Peak, der hauptséchlich leichte Kette enth&lt und
ein zweiter hoher Peak mit Bir A Enzym. Anschliessen erscheinen Peaks, die kleine Molekilen, wie
freies Peptid entahlten.

- Der MHC-Peptid Peak wird eingesammelt und in einem Microspin Zentrifugationsréhrchen auf
mindestens eine Konzentration von 0,1 pg/ul angereichert.

- Die eluierten Fraktionen der Chromatographie kénnen vor dem Ankonzentrieren des Komplex-Peaks
auf einem 12,5-15% PAA-Gel mit anschlieRender Silberfarbung tberpruft werden.

- Nach der Bestimmung der Protein-Konzentration werden Proteaseinhibitoren, NaAzide und NaEDTA
dazu gegeben.

Monomer-Komplexe kénnen in fliissigem N, eingefroren und bei -80° C gelagert werden.

Gel-shift Assay: Bestimmung der Biotinylierungseffizienz

In diesem Assay wird die Effizienz der Biotinylierung Uberprift um eine gute Ausbeute an Tetrameren erhalten
zu kénnen. Man nutzt die extrem hohe Affititat der Biotin-Streptavidin Interaktion (10 M), die sogar unter
Protein-Gelelektrophorese Bedingungen stabil bleibt.
Ein Aliquot des Monomer-Komplexes mit einem Strptavidin Uberschuss fiihrt zu einer schnellen Bindung aller
biotinylierten Protein an Streptavidin. Im Proteingel wird dies sichtbar als ,,shift“ von Proteinbanden auf die
Ebene groRerer Standardproteine.
- zwei Aliquots (A-B) des Monomers von je 5-10 ug werden vorbereitet:
Inkubation A mit Streptavidin (50 ug) fir 2 Stunden auf Eis. Dies gilt auch fur die anderen Proben.
Inkubation B mit PBS
- Streptavidin alleine vorbereiten(50 pg)
- Zu allen drei Proben Proteinauftragspuffer dazugeben.
- Die Proben nicht Kochen!!!
- Auf ein 10% PAA Gel laden und mit Coomassie-Blau nfarben

Multimerisierung

Die aufgereinigten und biotinylierten Monomer Komplexe werden (ber Inkubation mit Streptavidin
tetramerisiert. Ein Streptavidin-Molekil kann vier Biotine binden. Um eine mdglichst hohe Ausbeute an
tetramerisierten Komplexen zu erhalten, wird Streptavidin schrittweise, in kleinen Mengen, zu den Monomeren
gegeben. Das End-Verhéltnis Monomer zu Streptavidin sollte ungefahr 5:1 sein. Da, MHC-Tetramer Reagenzien
normalerweise fir die Durchflusszytometrie verwendet werden, sind Streptavidin-Molekiile mit Fluorochromen,
in unserem Fall Phycoerythrin (PE), konjugiert. Tetramerisierte-Komplexe werden grundsétzlich bei 4 °C im
Dunkeln aufbewahrt und sind mehrere Wochen haltbar.

Berechnung der Menge an benétigtem Streptavidin-PE fiir die Tetramerisierung:
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Streptavidin MW 60.000
PE MW 240.000
MHC/Peptid Komplex MW 45.000
Beispiel: fiir 1,8 mg Monomer—Protein (40 nmol)
Streptavidin-PE: 40:5 =8nmol Strepavidin-PE.
8nmol entsprechen 2400ug Streptavidin-PE
Die 2400 ng werden in 8 Aliquots von je 300 ug zu den Monomeren gemischt. Jeweils 15-20 min
Inkubationszeit zwischen den Pulsen einhalten.

Féarbung von CD8+ T-Zellen mit Tetrameren

Fur die Farbung mit MHC-I Tetrameren werden lebende Zellen verwendet. Dabei kann je nach erwarteter

Haufigkeit von positiven Zellen die Zellzahl variiert werden. Bei niedriger Frequenz werden mindestens 1*10°

Zellen pro Farbung benétigt. Die Farbung von CD8+ T-Zellen mit MHC-Tetrameren ist hoch spezifisch

(Burrows et al. 2000) doch sollten negativ Kontrollen durchgefiihrt werden. Dazu kénnen T-Zellen mit einer

anderen Peptidspezifitat, mit einer anderen Restriktion oder Proben angefarbt werden, die keinen Kontakt mit

dem Antigen gehabt haben kénnen., z.B. CD8+-T-Zellen von nicht-Malaria exponierten Individuen. Ausserdem,

sollten in jedem Experiment Isotypkontrollen der verwendeten Antikdrper und Einfachfarbungen durchgefihrt

werden. Ein anderer Punkt ist, da® Antikdrper gegen CD8+ Rezeptoren haufig die Bindung von Tetrameren

verhindern. Daher ist es fur den antigenspezifischen Nachweis von CD8+ T-Zellen wichtig einen auf die

Versuchsbedingungen optimierten anti-CD8+ Antikérper zu verwenden. Fir alle Messungen am

Durchflusszytometer werden zundchst Kompensationseinstellungen an Einfachfarbungen vorgenommen.

Grundsétzlich werden gewaschene Zellen (s. unten) zuerst mit dem Tetramerreagenz inkubiert und anschlieRend

erst mit anti-CD8-Antikorper gefarbt. Fir die Farbung der T-Zellen mit Tetrameren wurden 1ug Tetramer-

Reagenz/10° Zellen verwendet.

- Dies geschieht bei 4°C fiir 30 Minuten im Dunkeln.

- AnschlieRend sattigende Mengen an anti-CD8 Antikérper (ungefahr 10 pl/10° fiir 20 Minuten
dazugeben

- Zellen mit FACS Puffer (s. Material) 2* waschen.

- Aufnehmen in 300-500 ul FACS-Puffer

- Zellen am FACS Gerat analysieren

Isolierung von PBMCs aus peripherem Blut

Alle Schritte werden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. In 20 ml Blut erwartet man ungefahr 0,5*10°-

1*10" isolierte Lymphozyten

- 20 ml ungerinnbar gemachtes Blut wird vorsichtig auf 20ml Ficoll Reagenz (FicoLite H s. Material)
geschichtet in dem man es am Rande des GeféRes langsam aus einer Pipette laufen l&sst.

- Zentrifigieren bei 2800 rpm 20 min, ohne Bremse

- Die oberste Schicht, die Plasma und Thrombozyten enthalt wird weitgehend abgenommen.

- Die Interphase, die die Lymphozyten enthdlt wird mit einer Pipette vorsichtig in kreisformigen
Bewegungen abgenommen und in einem bereitstehenden Gefal 1:3 mit 1*PBS verdiinnt. Die

- Interphase kann relativ grof3ziigig abgenommen werden, in der Regel 3-7ml.

- Zentrifugation bei 1200 rpm, 10 min ohne Bremse.

- Zellpellet mit 45 ml 1*PBS waschen.

- Zentrifugation bei 1200 rpm, 10 min, mit Bremse.

- Die isolierten PBMCs kénnen direkt weiter verwendet oder eingefroren werden.

4.8.3 Einfrieren und Auftauen von PBMCs

Alle Schritte werden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Die gewaschenen und abzentrifugierten PBMC werden zum Einfrieren in 1ml einkaltem FCS/10% DMSO je

Cryoréhrchen resuspendiert. Nach den Aliquotieren werden die Réhrchen direkt in die Einfrierbox (s. Material)

uberfuhrt und bei -80°C eingefroren.

- Zum Auftauen wird ein Cryoréhrchen im 37 °C Wasserbad angetaut und der Inhalt rasch in 45ml kalten
FACSpuffer tberfihrt.

- Nach Zentrifugation bei 1200 rpm, 10 min wird erneut mit mindestens 20 ml FACS Puffer gewaschen.

- Es wird die Dichte an Lebendzellen bestimmt

4.8.4 Bestimmung der Lebendzelldichte: Trypanblaufarbung

Das Deckglas der Zahlkammer wird angehaucht und durch Andriicken zur Haftung gebracht. Die
Trypanblauldsung (s. Material) wird 1:1 mit PBS verdiinnt. 20ul Trypanblau werden mit 20 pl Zellsuspension
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vermischt und in den Raum zwischen Deckglas und Zahlkammer pipettiert. Unter dem Lichtmikroskop wird die
Anzahl der ungeférbten, vitalen Zellen gezéhlt und die Lebendzelldichte nach folgender Formel bestimmt:
Zelldichte der Zellsuspension = Zellzahl in einem GroRquadrat * 2 (Verdiinnungsfaktor)*10* Zellen/ml.

Isolierte Milzzellen wurden fiir die Bestimmung der Lebendzelldichte wegen der héheren Zelldichte 1:20 mit
Trypanblaulsg verdiinnt.

4.8.5 Aufreinigung von Leukozyten aus der Milz

Zur Entnahme aller Organe werden die Mause durch zervikale Dislokation getétet, in 70%Ethanol getaucht und
die Leibeshohle bzw. der Brustkorb unter sterilen Bedingungen eréffnet. Milz wird in RPMI 1640 Medium(4°C)
uberfuhrt. Das Organ wird daraufhin mit Hilfe eines 5ml Spritzenstempels durch ein Sieb gedriickt, welches sich
auf einem 50 ml Falcon GefaR befindet. Mit RPMI 1640 Medium wird nachgespilt und die Zellsuspension
zentrifugiert (10min, 350g, 4°C). Das Milzzellpellet wird zur osmotischen Erythrozytenlyse je nach GroRe in 5-
10ml Lysepuffer (AKR-Puffer) aufgenommen und 90 Sekunden auf Eis inkubiert. Die Zugabe von 30-40 ml
HBSS 3% FCS stoppt die Lyse. Die Losung wird anschlielend abzentrifugiert und mit RPMI 1640 Medium
zweimal gewaschen (10min, 350g, 4°C). Je nach der Pelletgroe wurden die Zellen in 1-2ml Medium
aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.

4.8.6 Stimulierung von Lymphozyten und Farbung von intrazellularen Zytokinen

Fir die Anfarbung von intrazellularem IFN-y wurde der Cytofix/Cytoperm Kit von BD Biosciences verwendet.

Das Protokoll bezieht sich auf Maus-Lymphozyten, die aus der Milz gewonnen wurden.

Es werden mindestens 5 * 10°Lymphozyten/Ansatz in MEM-o. Komplett Medium in 24-well Schalen kultiviert.

Zusétzlich enthélt das Medium Peptid (10°M) und GolgiPlug (1:1000 Verdiinnung). GolgiPlug (Brefeldin A) ist

ein Proteintransport-Inhibitor, der die Ansammlung von IFN-y im Cytoplasma fordert.

- Stimulieren fur 6 Stunden. Stimulierung Uber Nacht ist auch mdglich.

- Die Zellen werden abgeldst und pelletiert bei 12200UpM, 5 min, RT

- Resuspendieren der Zellen in Farbe-Puffer

- Blockieren der Fc-Rezeptoren zur Reduktion unspezifischer Bindungen: Inkubieren der Zellsuspension
mit 1ug/10° Zellen in 100ul Férbe-Puffer; 15 min, 4 °C

- 1 * Waschen mit Waschpuffer

- Anfarbung von Oberflachenrezeptoren mit Fluorochrom—-konjugiertem Antikérper gegen CD8.: Das
Pellet wird in 100ul Farbe-Puffer resuspendiert und nach Zugabe der vom Hersteller empfohlenen bzw.
in Vorversuchen austitrierten Menge an Antikdrper fir 30 min, 4°C inkubiert.

- 2 * Waschen mit Féarbe-Puffer und pelletieren 1200 UpM, 5 min, RT

- Die Zellen werden nun mit einer Losung (BD Cytofix/Cytoperm Solution), die 4% Paraformaldehyd
enthalt, fixiert und permeabilisiert. Inkubieren fir 20 min, 4 °C

- Waschen mit 2 * mit 1 * BD Perm/Waschlésung

- Féarbung des intrazelluldren IFN-y: Pellet in 100ulPerm/Waschlgsung aufnehmen, 4ul anti-IFNy
Antikorper /Ansatz; 30 min 4 °C

- 2 * Waschen mit 1 * BD Perm/Waschldsung und pelletieren

- Aufnehmen in 300 ul Farbe-Puffer und Durchfiihren der FACS-Analyse.

4.8.7 ELISpot

Der ELISpot (Enzyme-linked-immunospot-Spot) Test ist ein extrem sensitives Verfahren, um Zellaktivierung
auf Einzelzellniveau zu messen. Bei dieser Aktivierung werden u.a. Zytokine, lésliche Polypeptide und
Glykoproteine, die der Zellkommunikation dienen freigesetzt. Die von Zellen freigesetzten Proteine werden
beim ELISpot durch zwei monoklonale Zytokinantikdrper detektiert, die unterschiedliche Epitope dieses
Zytokins erkennen. Der eine der beiden Antikdrper ist beim ELIspot an eine feste Phase gebunden. Der ELIspot
wird insbesondere eingesetzt, um eine genaue Quantifizierung von zelluléren Reaktionen zu erfassen, etwa um
einen Impferfolg zu messen. Lymphozyten werden nach der Impfung isoliert und mit, in diesem Fall, MSP-1
spezifischen Peptiden die HLA-A*0201 restringiert sind, stimuliert. Wenn Peptide von CD8+ Zellen erkannt
werden, setzen diese Zytokine wie Interferon- y (IFN-y) frei, die detektiert werden.
- Durchfiihrung bei Maus-Immunisierungsexperimenten:
- Vorbereitung der Peptid-Verdinnungen: Bei 9-10mer Peptiden: 1 * 10° M (entspricht
ungefahrimg/ml). Vor Beginn des Assays nochmal 1: 10 verdiinnen (10*M).
- Beschichtung der 96-well Platten mit erstem hoch-affinen Antikérper: Inkubation fiir 2 Stunden.
- Wahrenddessen Lymphozyten isolieren:
Dazu werden die Milzen der immunisierten und nicht immunisierten M&usen préapariert (s.oben). Die
Milzen der nicht-immunisierten Mé&use werden als Antigen-présentierende-Zellen (Antigen-presenting-
cell (APC)) genutzt. Milzen der immunisierten Mause sollen mit diesen APCs stimuliert werden. Dazu
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werden zundchst die Milzen der nicht-immunisierten Méause mit ensprechendem Peptid inkubiert. Das
anschlieRende Kultivieren von extern-Peptid-beladenen APCs mit den Lymphozyten der immunisierten
Mause aktiviert die Effektor T-Zellen.

- Nicht-immunisierte Mause-Milz (APCs) mit Peptid beladen: pro Peptid werden 2 * 10° Zellen/50pl
Milzsuspension berechnet. Peptid (Konzentration 10“M) 1:100 mit APCs im Eppendorf GefaR gut
mischen um eine Endkonzentration des Peptids von 10°M zu erhalten. 4 Stunden 37 °C inkubieren.

- 96-well Platten waschen mit Aqua-dest. 15 min Einwirkzeit pro Waschgang.

- 96-well Platten Blocken: MEM-oc + 10% FCS 1 Stunde, 37 ° C.

- Immunisierte Mause Milzen (Effektor-T-Zellen) isolieren: pro Stimulierungsansatz 2 * 10° Zellen/50pl
Milzsuspension berechnen.
96-well Platten waschen.
96-well Platten pro well:

+ 50ul MEM-a 5%FCS (Pen/Strep + 1% Hepes beschichte)
+ 50 ul APC/Peptid
+ 50 pl Effektor-T-Zellen

Inkubieren bei 37° C U. N.

Am ndchsten Tag:
Platten 10 * Waschen mit Waschpuffer.
- Der zweite biotinylierte Antikérper wird zugegeben. 2Stunden RT.
- 5 * Waschen mit Waschpuffer
- Pro well 50ul HRPO-Strepavidin Konjugat hinzu geben. 2h, RT.
- Ein prazipitierendes Substrat wird zugegeben:
+ 50l AEC-DMF Lsung/well.
- 5-30 min, RT inkubieren.
- 3 * Waschen mit aqua-dest.
- Trocknen der Platte
Auszéhlen der Spots mit dem Lichtmikroskop.

4.8.8 Immunfluoreszenzmessungen am Durchflusszytometer

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Untersuchung der ZellgréBe, Granuliertheit und der
Immunfluoreszenzmarkierung einzelner Zellen in Suspension. Mittels spezieller FlieBparameter werden die
Zellen einzeln an einer monochromatischen Lichtquelle (Argon-Laser | = 488nm bzw. Helium-Neon-Laser | =
635nm) vorbeigefiihrt.Die Streuung unter einem Winkel von 2-10° des geradewegs durch die Zelle gehenden
Strahles, dem sogenannten ,forward scatter* (FS), gibt Hinweis auf die ZellgroBe. Die Streuung des
Lichtstrahles unter einem Winkel von 90°, dem sogennanten ,,sideward scatter* (SS), ermdglicht Ruckschlisse
auf die Granulierung der Zelle. Fluorochrome, die zur Immunfluoreszenzmarkierung von Zellantigenen
verwendet werden, kénnen durch das

Laserlicht kurzfristig in einen angeregten Zustand tiberfiihrt werden. Beim Ubergang des Fluorochroms zuriick
in den Grundzustand wird die Energie in Form eines Photons mit einer charakteristischen Wellenlange frei.
Diese Photonen werden von hochempfindlichen Photozellen (Photomultiplier) detektiert. Diese Messung von
Grole, Granulierung und Fluoreszenzintensitit ermdglicht eine Charakterisierung der Zellen.
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5 Ergebnisse

5.1 Humorale Immunantwort gegen MSP-1 bei malaria-exponierten
Personen

In unserem Labor wurden zwischen 1988 und 1989 epidemiologische Studien mit Se-
ren aus dem westafrikanischen Dorf ,,Safo* in Mali durchgefiihrt (Friih et al. 1991; Tolle et al.
1993). In diesen Seren sollten die Antikorpertiter gegen MSP-1 bestimmt und hinsichtlich
einer Korrelation mit Schutz vor Reinfektion mit P. falciparum analysiert werden. Innerhalb
der Studien wurde das MSP-1-Antigen nur durch kleinere Proteinfragmente reprasentiert, die
zwischen 29-245 Aminosduren lang waren. Vor kurzem gelang die chemische Synthese des
msp-1, indem die Gensequenz der humanen Kodonhdufigkeit angepasst und der AT-Gehalt
von 76% auf 55% gesenkt wurde (Pan et al. 1999). Dies ermdglichte die Expression des ge-
samten msp-1 Gens und der natiirlichen Prozessierungsprodukte in E. coli. Mittels ELISA
Technik sollten die Antikorpertiter der Seren aus Mali erneut gegen rekombinant hergestellte
und gefaltete Prozessierungsfragmente p83, p30, p38, p42 und p19 des K1 (F) Allelotyps von
MSP-1 evaluiert werden (s. Abb. 1-5 Sequenzdimorphismus der synthetischen msp-1 Gene
und (Abb. 5-1).

5.1.1 Aufreinigung von MSP-1F Fragmenten aus E.coli

Die chromatographische Aufreinigung der MSP-1-Fragmente p83F, p30F, und p19F
beruhte auf der Bindung von Oligo-Histidinen an Ni*" Chelat. Die verwendeten Expressions-
Plasmide sind auf der Basis der pDS56-Vektoren aufgebaut (Stueber 1990) (kloniert von Dr.
Pan und Dr. Ravot). Sie gestatten die Expression von MSP-1 Untereinheiten in Fusion mit
sechs N-terminalen Histidinkodonen. Die Transkription wird {iber einen T5-Promotor des
entsprechenden E. coli-Phagen sowie zwei lac-Operatorsequenzen gesteuert. Die Expression
der msp-1 Gene kann daher tiber IPTG Zugabe induziert werden. Die Produktion und Reini-
gung der Proteine p83F, p30F und pl19F wurde unter Leitung von Dr. Weerasuryia in Zu-
sammenarbeit mit Dr. Olek durchgefiihrt Die pDS56-Expressionsplasmide wurden in den
E.coli Stamm SG13009 transformiert und die Klone vereinzelt. AnschlieBend wurden 500ml
E.coli Kultur bei einer OD600 von 0,5 mit IPTG induziert, geerntet und Einschlusskdrperchen
prapariert. Diese wurden solubilisiert und sdulenchromatographisch aufgereinigt (Abb. 5-2).
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Abb. 5-1 Schematische Darstellung von MSP-1 und Ubersicht (iber exprimierte Frag-
mente

A: Schematische Darstellung des MSP-1 Proteins. Eingezeichnet sind die nach der priméren Prozessierung
des Vorlauferproteins entstehenden Fragmente p83, p30, p38, p42 und die durch die sekundére Prozessierung
von p42 entstehenden p33 und p19 Fragmente. Die Stellen der proteolytischen Spaltung sind durch Pfeile mar-
kiert. Weil3, hellgrau und schwarze Késten kennzeichnen jeweils konservierte, oligomorphe und dimorphe Regi-
onen. Die Striche innerhalb von p19 sollen Disulfidbriicken der zwei EGF-dhnlichen Doménen darstellen. SP,
Signalpeptid, GA, Sequenz zur Anheftung eines Glykosylphosphatidylankers. B: Ubersicht iiber MSP-1 Frag-
mente der FCB-1(F) und 3D7 (D)Version, die in dieser Arbeit hergestellt oder verwendet wurden. Fiir
chromatographische Aufreinigungen wurden His (H)-Tags an die Fragmente fusioniert. Das p38F hat zusitzlich
nach dem H-Tag eine Faktor Xa Schnittstelle (X).
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Abb. 5-2 Gelelektrophoretische Analyse aller fir die ELISA-Analyse aufgereinigten
MSP-1F Fragmente

Die Proteine p83F, p30F, p42F und p19F wurden in E.coli SG13009 mit den Plasmiden des pDS56 Vektorsys-
tems exprimiert. p38F wurde in E. coli W3110Z1 mit dem Plasmid pZE13f-HX38 exprimiert. Gezeigt sind je-
weils 1pg der chromatographisch gereinigten Proteine, wie sie nachfolgend in den ELISAs verwendet wurden.
Alle Proteine wurden unter nicht-reduzierenden Bedingungen auf einem 10% PAA-Gel aufgetrennt und mit
Coomassie-Blau angefarbt. M, Molekulargewichtsstandard

Aufreinigung des MSP-1 Teilfragments p38F

Da bei der Expression von p38F im pDS56 Vektorsystem Schwierigkeiten auftraten,
wurde p38F mit einem anderen Expressionsvektor der pZ-Reihe prokaryotischer Expressions-
vektoren exprimiert (Lutz and Bujard 1997). Die Transkription von p38F wird dabei liber den
Patlaco-1 Promotor gesteuert, der durch IPTG Zugabe aktiviert werden kann. Zwischen His-
Tag und msp-1-Sequenz wurde zusitzlich eine Schnittstelle fiir die Protease Faktor Xa einge-
fligt, um spéter die Histidine (His) von dem eigentlichen N-terminus des Proteins abschneiden
zu konnen. Fiir die Klonierung von p38F wurde die p38 Kodierungssequenz mit spezifischen
Primern aus dem Vektor pDS56 18/190-sp-ip amplifiziert, der die kodierende Gesamtsequenz
von msp-1 enthilt. Die Primer waren zusétzlich am 5'Ende mit einer Cla I und am 3"Ende mit
einer Pst I Restriktionsschnittstelle versehen. Das PCR-Produkt wurde mit den Restriktions-
enzymen Cla I, Pst I und Xho I in zwei Fragmente geschnitten. Uber eine Dreipunktligation
konnten die Fragmente in den Basisvektor pZE integriert werden, so dall pZE13/f-HX38 ent-
stand.

Zur Expression wurde Bakterienstamm W3110-Z1 (Lutz 1995) mit integriertem Lac-
Repressor verwendet. Das MSP-1 Fragment p38 konnte in E. coli exprimiert werden: nach
IPTG Induktion ist eine deutlich Bande der korrekten Grofle zu erkennen (Abb. 5-3). Das Pro-
tein konnte sehr gut aus Einschlusskorperchen (,,Inclusion bodies, IBs) der Bakterien ge-
wonnen werden. Nach Riickfaltung von p38F und Dialyse in den Chromatographiepuffer wa-
ren nur noch wenig Verunreinigungen zu sehen (Abb. 5-3). Durch Ni-Chelat-Chroma-
tographie konnte die Reinheit des Proteins nur noch unwesentlich gesteigert werden (Abb.
5-3, Spur Ni). Eine Westernblotanalyse mit einem anti-His-Tag Ak bestétigte, da3 alle drei
sichtbaren Banden p38F zugeschrieben werden konnen (Abb. 5-3, letzte Spur).
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Abb. 5-3 Analyse von renaturiertem und aufgereinigtem p38F mittels Gelelektrophorese
und Westernblot

E. coli W3110-Z1 wurden mit Plasmid pZE13/f-HX38 transformiert und bei 37°C kultiviert. Bei einer ODggy =
0,3 - 0,5 wurde durch Zugabe von IPTG die Expression fiir 3,5 h induziert. Nach gelelekrophoretischer Auftren-
nung auf einem 12% PAA-Gel unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurde mit Coomassie-Blau geférbt.A:
Die linke Spur zeigt Gesamtzellextrakt (L)von E.coli W3110Z1 mit Plasmid pZE13/f-HX38. die in Abwesenheit
(-) von IPTG kultiviert wurden. In der rechten Spur sind aufbereitete IBs zu sehen. B: Ni-
Chelatchromatographie: Erste Spur zeigt renaturierte p38F IBs, die ii. N. in PBS dialysiert wurden vor Auftrag
auf die Sdulenmatrix (A, Auftrag). D, Durchlauf. In der rechten Spur ist das chromatographisch aufgereinigte
Protein p38F zu sehen (Ni). C: Westernblot nach Auftrennung mit einem 12% PAA-Gel unter nicht-reduzieren-
den Bedingungen und Detektion des aufgereinigten p38F aus (B) mit einem anti-His-Ak .

Aufreinigung von p42F

Das Protein 42F wurde mit der oben beschriebenen Affinitdtschromatographie und ei-
ner zusitzlichen Immunaffinititssdule mit monoklonalen Antikorpern (mAk: 5.2) aufgerei-
nigt. E.coli Stamm W3110Z1 wurde mit dem Plasmid pDS56RBSII-f-H42 transformiert, das
die kodierende Sequenz der msp-1 Untereinheit p42F tragt. Wie schon p38F war auch p42F
nach Expression in E. coli unldslich in Einschlusskérperchen konzentriert. Diese wurden so-
lubilisiert, das Protein anschlieBend in einem Renaturierungsspuffer riickgefaltet, so daf3 sich
die Disulfidbriicken der EGF-Doménen bilden konnten. Das enthaltene p42F im Renaturie-
rungspuffer enthaltene p42F wurde iiber Ni**-Chelat-Affinititschromatographie aufgereinigt.
Riickgefaltetes p42F kann tiber in humanen Seren enthaltene konformationelle Antikorper
detektiert werden. Ein monoklonaler Antikorper mAkS.2, der an eine Séulenmatrix gekoppelt
war, detektierte speziell ein Epitop innerhalb der EGF-Doménen, so da3 in einem zweiten
Schritt ausschlieBlich renaturiertes p42F aufgereinigt werden sollte (Abb. 5-4).
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Abb. 5-4 Gelelektrophoretische Analyse von aufgereinigtem p42F

W3110Z1 wurde mit Plasmid pDS56RBSII-f-H42 transformiert und Expression von p42F durch IPTG-Zugabe
fir 3,5 h induziert. Die gelosten und umdialysierten IBs p42F wurden auf eine Ni*'-Chelat-
Affinititschromatographie aufgetragen und p42F aufgereinigt. p42F enthaltende Fraktionen wurden anschlie-
Bend vereinigt. und in PBS, pH 8,0, umdialysiert. Es folgte eine Immunaffinitits-chromatographische Aufreini-
gung von p42F mit Ak 5.2. Fraktionen wurden auf 10 % PAA-Gele unter reduzierenden Bedingungen (100 mM
DTT) aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie-Blau angeférbt. Die linke Spur des ersten Gels zeigt Auftrag
auf die Sdule (IBs), in den folgenden Spuren p42F nach der Ni**-Chelat-Affinititschromatographie (Ni*"), nach
der Dialyse (Di) und nach der Immunaffinitdtschromatographie (5.2) (je ca. 1-3 ug).

5.1.2 Analyse der MSP-1F spezifischen Antikorpertiter in afrikanischen Seren-
Epidemiologische Situation

Das Klima in Mali ist unterteilt in charakteristische trockene und regenreiche Wetter-
perioden. Die Regensaison dauert von Juni bis Oktober, die Trockensaison von Mai bis No-
vember. Mit Beginn der Regensaison steigt die Malariaiibertragungsrate steil an und sinkt
wihrend der Trockensaison auf null. Die untersuchten Seren wurden am Ende der Trockenzeit
im Mai 1989 gesammelt (Friih, Dissertation 1990) und (Tolle, Friih et al. 1993). Es ist be-
kannt, dall zwei Allelotypen von msp-1 existieren (K1 und MAD20) (Tanabe et al. 1987). Das
vorherrschende Parasitenisolat des untersuchten malaria-endemischen Gebietes war vom
MAD 20 Prototyp (Friih, Doumbo et al. 1991). Insgesamt analysierten wir 148 Seren, von
Personen unterschiedlichen Alters, wovon 24 zum Zeitpunkt der Blutabnahme mit Plasmodi-
um parasitiert waren. Anhand der Antikorpertiter liesse sich prospektiv testen, ob Probanden
mit einem anfianglich hohen Antikorpertiter am Ende der Regensaison weniger hiufig parasi-
tiert sind als Probanden mit einem niedrigeren Antikorpertiter. Wére das der Fall, konnte man
eine Korrelation von hohem Antikorpertiter und seltenerer Parasitimie beobachten, und Anti-
korper wiirden vor Parasitenbefall schiitzen. Eine Parasitdmie fiihrt generell zu hohen Anti-
korpertitern und wiirde damit die Aussagekraft prospektiver Analysen einschrinken. Um also
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die Ausgangssituation der verschiedenen Altersgruppen vor der Malariasaison vergleichen zu
konnen, sind in den folgenden Analysen nur Werte parasitenfreier Individuen abgebildet. In
Abb. 5-5 ist die Altersverteilung der Probanden dargestellt.

Altersverteilung der Probanden
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Abb. 5-5 Altersverteilung der Probanden

Dargestellt ist die Anzahl der Personen eines bestimmten Alters (parasitiert und nicht parasitiert). Die Gesamt-
zahl der Probanden betrug 148.

Humorale Immunantwort gegen MSP-1F Fragmente

Antikorpertiter gegen verschiedene MSP-1 Untereinheiten sind in Abb. 5-6 dargestellt.
In allen Seren fanden wir Antikdrper gegen sdmtliche Fragmente von MSP-1. Die Antikorper-
spiegel einzelner Individuen der verschiedenen Altersgruppen variierten stark, wie die grof3e
Standardabweichung von den Durchschnittswerten in Abb. 5-6 zeigt.

20 Kontrollseren nicht Malaria-infizierter Europder enthielten ebenfalls MSP-1-spezi-
fische Antikorper. Um eine mit afrikanischen Seren vergleichbare Immunsituation zu schaf-
fen, wurden fiir die europdischen Kontrollseren Probanden rekrutiert, die Virus-infiziert wa-
ren. In diesen Kontrollseren wurden vor allem gegen Fragmente p42F und p38F auffillig star-
ke Kreuzreaktionen gemessen. Fiir die Untereinheit p42 ist dies ein bekanntes Phdnomen
(Tolle, Dissertation 1994). Die Struktur der EGF-Doménen in diesem Abschnitt des Proteins
(er enthélt 12 Cysteine), konnte eine Erkldrung fiir das Auftreten von kreuzreaktiven Antikor-
pern sein. Wie in Abb. 5-6 zu sehen ist, waren die positiven Reaktionen gegen p42F bei Kin-
dern bis fiinf Jahre kaum hoher als in europdischen Kontrollseren. Bei einer Verdiinnung der
Seren von 1/1600 wurden bei den afrikanischen Kleinkindern lediglich OD-Werte von < 0,2
gemessen Erst in der darauf folgenden Altersgruppe von sechs bis zehn Jahren lagen die
durchschnittlichen Antikorperspiegel gegen p42F deutlich iiber den Kontrollwerten. Gegen
p83F, das mit 83 kDa weitaus groBler ist als p42F, lagen bei den Kontrollseren die schwéchs-
ten kreuzreaktiven Immunantworten vor. Interessanterweise waren die Negativkontrollen im
Durchschnitt auch gegen p19F niedrig, so dal entweder die kreuzreaktiven Epitope nicht in
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den EGF-Dominen liegen oder die EGF-Domiénen in rekombinant hergestelltem p19F nicht
richtig gefaltet waren.

Mit zunehmendem Alter stiegen Antikorpertiter gegen den C-terminalen Bereich von
MSP-1, linear an (s. p42F und p19F). Die Unterschiede an Antikorpertitern zwischen parasi-
tierten und nicht-parasititerten Individuen wurde mit dem Alter immer geringer (nicht ge-
zeigt). Die Menge an anti-p42F ist bei den afrikanischen Kindern (0-5 Jahre) 2,5-mal hoher
als die Menge an anti-p19F Antikdrper. Dieser Unterschied gleicht sich mit zunehmendem
Alter immer mehr an. Wahrend fiir p42F und p19F die Stirke der humoralen Immunantwort
mit dem Alter der Probanden linear anstieg, galt das nicht fiir die anderen drei Untereinheiten
p83F, p30F, p38F. Die Antikorperspiegel gegen Fragmente p83F und p30F waren in den &l-
testen Individuen zwar hoher als in der Gruppe der Kleinkinder (0-5). Aber die Zunahme war
nicht linear und nicht so deutlich wie fiir den C-terminalen Bereich von MSP-1. Bei Unterein-
heit p38F war kein altersabhéngiger Anstieg der Antikorpertiter festzustellen.

Die hochsten absoluten Titer wurden gegen MSP-1 Fragment p83F gemessen. Wegen
seiner GroBe enthielt das Protein vermutlich die meisten Epitope. Wihrend schon bei der
jiingsten Altersgruppe relativ hohe Antikorperspiegel gegen die Proteine p83F, p30F und
p38F gemessen wurden, entwickelte sich die Immunantwort gegen die C-terminal liegenden
Fragmente p42F und p19F insgesamt langsamer und begann bei den Kleinkindern bei einem
niedrigeren Niveau. Interessanterweise, detektierten wir bei Kleinkindern, die ja nur eine ver-
gleichsweise kurze Malaria-Krankengeschichte haben, hohe Antikorpertiter vor allem gegen
das Fragment p83F, obwohl die Proben am Ende der Trockensaison gesammelt wurden und
die Kinder vermutlich monatelang wenigen oder gar keinen Infektionen ausgesetzt waren.

Zusammenfassend liessen sich, wie zuvor beschrieben in Kindern insgesamt niedrigere
Antikorpertiter gegen MSP-1-Fragmente als in Erwachsenen detektieren, die hohe Titer auf-
wiesen. Bei den Fragmenten p19F und p42F war eine altersabhingige Steigerung der Anti-
korpertiter zu beobachten, wéihrend die Titer bei p30F, p38F und p83F schon bei den Kindern
hoch waren und sich mit wachsendem Alter der Probanden nicht mehr deutlich erhdhten. Dies
deutet auf eine unterschiedliche Immunogenitit der verschiedenen MSP-1 Fragmente hin.
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Abb. 5-6 Antikorpertiter gegen MSP-1F Fragmente in verschiedenen Altersgruppen

Antikdrpertiter humaner Seren gegen verschiedene MSP-1-Fragmente wurden mitttels ELISA bestimmt. ELISA
Platten wurden mit 1pg/ml MSP-1-Antigen beschichtet. Seren wurden in einer Anfangsverdiinnung von 1:100
eingesetzt. Die Werte entsprechen arithmetischen Mittelwerten fiir die einzelnen Altergruppen bei einer OD,gs,.
Von Seren wurden Verdiinnungsreihen hergestellt. Fiir p30F, p38F, p42F und p19F wurden die Seren 1:1600
verdiinnt, fiir p83F 1:12800. Als Kontrolle diente fiir jedes MSP-1 Fragment der arithmetische Mittelwert aus 20
europdischen Kontrollseren. A: Durchschnittliche Antikorpertiter gegen MSP-1 Fragmente p30F, p38F und p83F
in den filinf verschiedenen Altersgruppen (0-5; 6-10; 11-20; 21-40; 41-83). B: Durchschnittliche Antikorpertiter
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5.2 ldentifizierung von MSP-1 CD8+ T-Zell Epitopen

Die humane Immunantwort gegen P. falciparum besteht nicht nur aus einer B-Zell-,
sondern auch aus einer T-Zell-vermittelten Komponente (Mahanty et al. 2003). Deshalb ist
die Identifikation zytotoxischer T-Zell-Epitope innerhalb von MSP-1 interessant, die wahrend
einer Plasmodium falciparum Infektion zu einer schiitzenden Immunantwort beitragen kon-
nen. Da MSP-1 schon im Leberstadium des Parasiten synthetisiert wird, besteht die Moglich-
keit, daB Prozessierungsprodukte von MSP-1 mit MHC I (= HLA) Molekiilen assoziieren
und in der Leber an die Zelloberflache transportiert werden. Dort konnten zytotoxische T-
Zellen Komplexe aus MSP-1 Peptid und HLA-Molekiil erkennen und eine infizierte Leber-
zelle beseitigen.

Die Auswahl der Peptide, die letztendlich an der Zelloberflache prisentiert werden,
hiangt von mehreren Faktoren ab. Ein entscheidender Punkt ist, dal die Prozessierungspro-
dukte der Proteine die richtigen Aminoséuresequenzen aufweisen miissen, um an vorhandene
HLA-Typen zu binden um anschlieBend als Komplex an die Zelloberfliche zu gelangen. Es
gibt jedoch auch intrinsische Mechanismen, die unabhéngig von der Peptidsequenz die Anti-
genprasentation beeinflussen. Die physiologische Peptidselektion, wird z.B. auch iiber die
Menge an prozessierungsfihigem Antigen in der Zelle und der Antigen-Prozessierungsma-
schinerie selbst reguliert.

Um moglichst vielen dieser Faktoren Rechnung zu tragen, verfolgten wir zwei expe-
rimentelle Strategien. Die erste Strategie sollte die natiirliche Prozessierung von MSP-1 in
einer humanen Zelllinie, die als Modellallel HLA-A*0201 exprimiert, nachahmen. Mit dieser
Vorgehensweise konnten immunogene Epitope von MSP-1 detektiert werden, die bei in-silico
Vorhersagen nicht erkannt werden. Als zweite Strategie wurden iiber eine Computer-gestiitzte
Vorhersage mit dem Programm SYFPEITHI MSP-1 Epitope identifiziert, die an das Allel
HLA-A*0201 binden (Rammensee et al. 1999). Die beiden Strategien sollten sich gegenseitig
erginzen und die Ergebnisse validieren.

5.2.1 Etablierung einer msp-1 exprimierenden Zelllinie fur die physiologische
Peptidselektion

Experimentelle Strategie

Ausgangspunkt war eine HeLa Zellinie (HeLa/A2A2D° = HeLa/A2Db) die ein chimi-
res HLA-A*0201 Molekiil exprimiert: Transmembran- und zytoplasmatische Doménen
stammen vom Maus H-2D°, wihrenddessen die Epitop-bindenden Regionen menschlichen
Ursprungs sind (Pascolo et al. 2001). Die Zelllinie wurde uns freundlicherweise von Priv.
Doz. Dr. S. Stevanovic zur Verfligung gestellt (Institut fiir Zellbiologie, Univ. Tiibingen). Sie
muB} durchgingig mit G418- Neomyzin (1mg/ml) kultiviert werden.

Es wurden zwei Zellinien hergestellt, welche die Gensequenz fiir das 83/30 Fragment
bzw. das 38/42 MSP-1 Fragment des 3D7 Isolats stabil in das Genom integriert hatten (s.
Abb. 5-1 fiir Ubersicht von MSP-1 Fragmenten). msp-1 sollte Tetrazyklin-abhiéingig expri-
miert werden. Das Tet-System besteht aus zwei Elementen der E. coli Tetrazyklin-Resistenz:
dem tetrazyklin-induzierbaren Repressor Protein (TetR), der zu einem eukaryontischen Akti-
vator konvertiert ist (tTA oder rtTA), und den tetO Operator Sequenzen, die an einen RNA-
Polymerase II Promotor fusioniert sind. Der daraus resultierende tTA/rtTA abhédngige Promo-
tor wird Ptet genannt (Abb. 5-7). Es wurde das rtTA System und nicht das tTA-System ver-
wendet, damit die rekombinante Genexpression in den Zellen nicht stindig mit Induktor
supprimiert werden muss, sondern bei Bedarf durch eine einmalige Doxyzyklin-Gabe (Dox)
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aktiviert werden kann (Gossen et al. 1995). Es sollte zundchst der reverse Transaktivator
rtTA-2s-M2 stabil in das Genom der HeLa/A2Db integriert werden (Urlinger et al. 2000).
Anschlielend sollte eine Expressionskassette in die HeLa/A2Db-rtTA Linie integriert werden,
die fir ein Fusionstranskript aus GFP und msp-1 kodiert. GFP sollte als Reportergen einer
erfolgreichen genomischen Integration dienen. Auf Grund eines Stopcodons nach dem GFP-
ORF wird anfanglich in den Zellen nur GFP translatiert. GFP-positive Zellen sollten im FACS
Gerit selektiert und angereichert werden. GFP konnte zu einem spéteren Zeitpunkt iiber zwei
flankierende Rekombinations-Erkennungsstellen (IoxP) deletiert werden. Erst dadurch sollte
die Synthese von MSP-1 ermoglicht werden. In GFP-positiven Zellinien sollte daher mit tran-
sient exprimierter Cre-Rekombinase das GFP-Gen deletiert werden. Potentiell msp-1 expri-
mierende Zellen konnten nun durchflusszytometrisch als GFP-negative Zellen identifiziert
werden.

Die Identifizierung priasentierter MSP-1-spezifischer Epitope auf HLA-Rezeptoren der
so hergestellten Zelllinie sollte in Kooperation mit Prof. Rammensee erfolgen. Dort wird rou-
tineméBig die ,,Predict-Calibrate-Detect* (PCD) Methode zur Identifikation von z.B. tumor-
spezifischen Epitopen angewendet: Computergestiitzt werden Peptide vorhergesagt, die in
dem jeweiligen Protein an bestimmte HLA-Typen binden konnen. Mit den anschliessend
entsprechend synthetisierten Peptiden werden zwei hintereinander geschaltete Mas-
senspektrometer kalibriert (,,Tandem MS*), denen ein nanokapillares HPLC vorgeschaltet ist.
Extrahierte natiirliche HLA-Liganden werden ebenfalls {iber das HPLC und MS analysiert.
Antigen-assoziierte Peptide kdnnen nun iiber Ko-elution und kalibrierter Tandem-MS leichter
entdeckt werden (Schirle et al. 2000).
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Abb. 5-7 Ubersichtsgrafik: Tetrazyklin — kontrolliertes Genregulations System

A: Wirkungsprinzip des tTA-Systems. In Abwesenheit der Effektorsubstanz Doxyzyklin (Dox) bindet ein Tetra-
zyklin-kontrollierter Transaktivator (tTA) an Tet-Operatorsequenzen innerhalb von P, und aktiviert dort
Transkription von Gen X, in unserem Fall msp-1. In Gegenwart von Dox wird diese Bindung und damit die
Aktivierung verhindert. B: Wirkungsprinzip der rtTA-Systems. rtTA unterscheidet sich von tTA durch 4 Amino-
sduresubstitutionen im Bereich des Tet-Repressors, die ein revertiertes Bindungsverhalten an die Tet-Operatoren
vermitteln. Dies fiihrt zur Aktivierung der Tetrazyklin-abhingigen Genexpression in Gegenwart von Dox. (Abb.
aus S. Berger, Dissertation 2003)
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Konstruktion einer HeLa Zelllinie, die den reversen Transaktivator konstitutiv
exprimiert

Zunichst musste eine HeLa Zelllinie generiert werden, die den reversen Transaktivator
(rtTA) konstitutiv exprimiert. Es wurde ein Vektor hergestellt, in dem das rtTA2s-M2—-Gen
iiber eine interne ribosomale Bindestelle (,,internal ribosomal entry site*, IRES) mit einer An-
tibiotika-Resistenzkassette verkniipft ist, und somit beide Gene, sowohl Hygromyzin als auch
rtTA, bicistronisch exprimiert werden. rtTA-M2 ist eine verbesserte Form des urspriinglichen
reversen Transaktivators (Urlinger, Baron et al. 2000). Ausgehend von Plasmid SK-E/neo
(Dr. Rainer Low) wurde eine 5" untranslatierte Region des Enzephalo Myokarditis Virus
(EMCV-IRES) mit dem Hygromyzin-Resistenz Gen verbunden. Hierfiir wurde SK-E/neo mit
Ncol verdaut und die liberstehenden Enden aufgefiillt, so daB ,,blunt-ends* entstanden, und
mit Not I nachgeschnitten. Mittels PCR wurde das Hygromyzin-B-Phosphatase-Gen aus dem
Vektor pCMVLaclrepressor amplifiziert (Plasmid von M. Scheuermann, Abteilung Moleku-
lare Genetik, DKFZ), Not I verdaut und 5" blunt - 3" Not I in den vorbereiteten SK-E/neo
Vektor ligiert. Das EMCV-IRES Element wurde in Plasmid pUHrT 62-1 (Dr. Baron und Dr.
Hasan) kloniert. Aus SK-E/neo wurde das EMCV-IRES Element mit BamHI und Bgl II aus-
geschnitten und mit pUHRT 62-1 Vektor ligiert, der mit BamHI linearisiert worden war.
Vektor pUHRt 62-1 E/hyg, der rtTA konstitutiv exprimiert, ist in Abb. 5-8 dargestellt.

nTAZsM2

pUHIT 62-1E/Hyg
5532 bp

Abb. 5-8 Der rtTA Expressionsvektor

Dargestellt ist pUHrT 62-1 E/hyg. Die kodierende Sequenz der ,,M2“ Mutante des Tet Repressors, fusioniert an
drei minimale Aktivierungsdoménen, steht unter der transkriptionellen Kontrolle des humanen CMV Promotors.
Daran anschliefend trdgt das Plasmid eine interne Ribosomenbindestelle (IRES) bestehend aus der 5° nicht-
translatierten Region des Enzephalo Myokarditis Virus (EMCV-IRES), ein Hygromyzin Gen und dem Polyade-
nylierungssignal der spédten Gene von SV 40. IRES bietet eine eigene Ribosomenbindestelle fiir die Translation
des nachfolgenden Hygromyzin-Resistenz Gens. AuBBerdem befindet sich auf dem Plasmid der Col E1-Replika-
tionsursprung zur Vermehrung in E. coli und das B-Lactamase Gen zur Selektion von E.coli auf Ampizillinre-
sistenz. Relevante Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind eingezeichnet.

rtTA-Vektor wurde mit einem Pvull Verdau linearisiert und fiir die stabile Transfek-
tion aufgereinigt. HeLa/A2Db Zellen wurden mit 10ug Plasmid per Elektroporation transfi-
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ziert und die Zellen mit 300ug/ml Hygromyzin im Medium kultiviert. 72 Klone, die resistent
gegen Hygromyzin waren, wurden isoliert und auf konstitutive Expression von rtTA getestet.
Um die Funktionalitit von rtTA zu tiberpriifen, wurden diese Klone mit Plasmid pUHC13-3
transient transfiziert. In diesem Plasmid steht das Luziferase-Gen unter Kontrolle eines Tetra-
zyklin-regulierbaren Promotors (Py). Bei einem stabil integrierten reversen Transaktivator
wiirde in Anwesenheit von Dox Luciferase exprimiert. Aktivitdt von Luziferase kann in Zel-
len nicht-invasiv mit d-Luziferin und einer ,,cool-charged-coupled-device*“-Kamera (,,CCD*)
nachgewiesen werden.(Bhaumik et al. 2004). Bei dieser Voranalyse war bei 26 Klonen von 72
ein deutliches Luziferasesignal meBbar. In den am stérksten leuchtenden Klonen wurde die
Luziferaseaktivitdt quantifiziert (siche unten).

Quantifizierung der Luziferaseaktivitat in Abhangigkeit von Doxyzyklin

Unter den HeLa-rtTA2°-M2 Klonen sollte eine transgene Linie identifiziert werden,
die eine mdglichst geringe Basal-Aktivitit im nicht-induzierten Zustand mit einer hohen Ak-
tivierbarkeit im induzierten Zustand verbindet. Zur quantitativen Analyse der Genregulation
wurde Luziferase als Reportergen eingesetzt. Mittels Messung von Luziferase konnen Pro-
motoraktivititen in Zellinien oder auch Geweben verldsslich gemessen werden, da die Akti-
vitdt des Enzyms tiber sechs GroBBenordnungen linear bestimmt werden kann. Um Klone mit
dem besten Regulationspotential zu identifizieren, wurden sie einen Tag mit und ohne Dox
kultiviert und mit dem Reporterkonstrukt pUHC13-3 transient transfiziert (s. oben). Von den
untersuchten Klonen zeigten alle zwdlf eine Dox-induzierbare Luziferaseaktivitit. Im abge-
schalteten Zustand bewegten sich die Luziferaseaktivititen im Bereich von 10° und 10°rlu/ug
Gesamtprotein. Die besten Klone erreichten Expressionsunterschiede von 400-600fach (Abb.
5-9). Mit einem durchschnittlichen Regulationfaktor von 538 in drei unabhingigen Luziferase
Assays wies Klon 1 konstant gute Dox-abhédngige Induzierbarkeit auf und wurde fiir eine zu-
kiinftige stabile Expression von msp-1 ausgewéhlt. Um die Stabilitét der rtTA-Expression zu
testen, wurde dieser Klon fiir zwei Wochen ohne Hygromyzin kultiviert Die anschlieBende
Messung der Luziferaseaktivitit ergab eine reduzierte Induzierbarkeit. Daher wurde die Zell-
linie von da an konstant mit Hygromyzin auf die stabile Integration der rtTA-Kassette selekti-
oniert. Die so etablierte HeLa Zelllinie wurde HRM-10 genannt.
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Regulationspotential der stabil rtTA exprimierenden Klone
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Abb. 5-9 Vergleich der Luziferaseaktivitaten von HeLa rtTA2s-M2 Klonen

HeLa/A2Db Zellen transgen fiir den rtTA *-M2 Regulator wurden transient mit dem Tet-regulierbaren Luzife-
rase-Reporterplasmid pUHC13-3 transfiziert. Um die Regulationsfihigkeit der verschiedenen Hela Klone zu
testen wurde mit je 1 ug/ml Doxyzyklin {iber Nacht induziert. AnschlieBend wurde in Zelllysaten Luziferaseak-
tivitdt bestimmt. Abgebildet sind die durchschnittlichen Luziferaseaktivititen aus zwei unabhéngigen Experi-
menten normiert auf den Proteingehalt der Probe. Klon 1 wurde in drei verschiedenen Ansitzen auf seine Regu-
lationsfahigkeit und Stabilitédt gepriift. Die unterschiedlichen Hela rtTAs-M2 Klone wurden nicht induziert (hell-
grau) und induziert (schwarz). Uber den Balken ist der Regulationsfaktor des jeweiligen Klons wiedergegeben.
Aus Klon Iwurde die HRM-10 Zelllinie abgeleitet.

Klonierung des msp-1 Expressionsvektors

Die Konstruktion der Expressionsplasmide fiir eine rtTA kontrollierte msp-1 Expres-
sion erfolgte in mehreren Schritten, die in Abb. 5-10 schematisch dargestellt sind. Im Plasmid
pUHR 1.7(36)-CL (Dr. Low) wird Luziferase iiber den humanen CMV-Promotor Tet-
abhédngig exprimiert. Der Ausgangsvektor pUHR 1.7(36)-CL wurde mit Sal I/Xba/ ge-
schnitten und das Luziferase-Gen durch ein synthetisches Oligonukleotid ersetzt. Dieses Oli-
gonukleotid wurde durch Hybridisierung der DNA-Oligonukleotide OligolA und 1B herge-
stellt. In dem resultierenden Plasmid pUHR1.7(36)-CL+1.0ligo sind vor das Luziferase-
Startcodon Rekombinations-Erkennungsstellen fiir die Cre-Rekominase und neue Restrik-
tionsschnittstellen eingefiihrt, die zur Integration des GFP und eines zweiten synthetischen
Oligonukleotids dienen. Nach der 5° Lox-Rekombinationsstelle ist in der Sequenz des Oligo 1
ein zusétzliches Thymidin vorhanden, um ein Startcodon zu vermeiden. Zunédchst wurde aus
einem Plasmid mit dem GFP-Gen (SK-N/d2G*, Dr. Low) die GFP-kodierende Sequenz mit
Asc I/Bgl II freigesetzt. Das in pUHR 1.7(36)-CL eingesetzte Oligonukleotid 1 wurde mit Asc
I und Bgl II aufgeschnitten und mit den entsprechenden kompatiblen Enden GFP einligiert. In
diesen pUHR1.7(36)-CL Vektor mit dem 1.0ligo wurde zwischen die Schnittstellen Spe I und
Xba I ein zweites Oligonukleotid, ebenfalls durch Hybridisierung von zwei komplementédren
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synthetischen Oligonukleotiden 2A und B, integriert. Das Oligonukleotid enthielt Schnittstel-
len, die fiir die Integration von MSP-1D Fragmenten notwendig waren. Das entstehende Plas-
mid wurde mit Bam HI und Cla I verdaut und die kodierende Sequenz der MSP-1 Prote-
infragmente d-83/30 und d-38/42 mit Bam HI und Cla I aus den Plasmiden pZE 2.1*/d-
H83/30 und pZE 2.1*/d-H38/42* freigesetzt (beide von Dr. (Westerfeld 2002) und gerichtet
in den Vektor pUHR1.7(36)-CL + 2.0ligo kloniert.
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Abb. 5-10 Konstruktion der msp-1d Expressionsvektoren

Dargestellt sind nur die relevanten Regionen der verschiedenen Vektoren jeweils in linearer Form mit den ent-
sprechenden Retriktionsschnittstellen. A-D: schematischer Ablauf der Klonierung von msp-1d Expressionsvek-
toren. In A ist der fiir die Konstruktion verwendete ,,Primer 1“eingefiigt. Er beinhaltet loxP Rekombinationsse-
quenzen sowie mehrere Restriktionsschnittstellen. In B wird ein weiterer ,,Primer 2 iiber Spel und Xba I integ-
riert. C zeigt schematisch die Integration von d2eGFP*. In D ist schematisch die Integration der msp-1d Gene
dargestellt. E zeigt beispielhaft das d2eGFP*exprimierende End-Konstrukt mit angegliedertem d-83/30, das
stabil in Hela rtTA2°M?2 transfiziert wurde. Analog wurde ein Konstrukt mit angegliedertem d-38/42 stabil in
Hela rtTA2°M2 eingebracht. E zeigt schematisch die homologe Rekombination durch Cre-Rekombinase in Hela
rtTA2°M2 Zellen, die zu dem in F dargestellten Konstrukt mit deletiertem d2eGFP* fiihrt. Das Ergebnis der
Rekombination fiir die d-83/30 beinhaltende Expressionskassette ist in E und F dargestellt. Die Expressionsein-
heit in Hela rtTA2°M2 Zellen fiir d-42/38 ist entsprechend organisiert.

74



Ergebnisse

Stabile Transfektion und Selektion der Klone mittels iterativer FACS-Selektion

Die HRM-10 Zellinie wurde jeweils mit beiden konstruierten msp-1 Expressionsplas-
miden {iber Lipofektamin-Transfektion stabil transfiziert. Dafiir wurden die Vektoren vor der
Transfektion mit einem Sca I Verdau linearisiert. Die HeLa Zellen wurden nach Transfektion
10 Tage lang ohne Dox kultiviert, um sicher zu sein, dal nur genomisch integrierte Expressi-
on-seinheiten analysiert werden. Anschlieend wurde die GFP-Expression mit Dox induziert
und einzelne Zellen durchflusszytometrisch auf GFP-Expression getestet. Positive Zellpopula-
tionen wurden mit Hilfe von Frau Kehlenbach (ZMBH) sortiert. Die erste Selektion auf GFP-
fluoreszierende Zellen nach stabiler Transfektion mit den p83/30 bzw. p38/42 Expressions-
kassetten ergab 0,13 % und 0,08 % positive Zellen. In jeweils drei bis vier weiteren sequen-
tiellen FACS-Sortierungen wurden GFP positive Zellpopulationen auf 91% fiir die p83/30 —
bzw. 76% fiir die p38/42 Expressionskassette angereichert. Dies lieferte die Grundlage fiir
eine effektive Deletion von GFP durch homologe Rekombination mittels Cre-Rekombinase.

Entfernen der GFP Sequenz und Expression von MSP-1D Fragmenten p83/30
und p38/42 in HRM-10

GFP-exprimierende Zellpopulationen wurden mit dem Cre-Expressionsvektor LC-1
transient transfiziert, um die GFP flankierenden loxP Sequenzen homolog zu rekombinieren
und damit GFP zu deletieren. Bei einer erfolgreichen Rekombination kdnnen die Zellen unter
induzierenden Bedingungen kein GFP mehr bilden. GFP Fluoreszenz vor und nach der Trans-
fektion der Cre-Rekombinase wurde mit FACS analysiert. GFP-negative Zellen wurden mit-
tels FACS vereinzelt und kultiviert. Wie in Abb. 5-11 dargestellt ist die Entfernung der vorge-
schalteten GFP-Sequenz mit Stopcodon notwendig fiir die Expression von msp-1. Im néchsten
Schritt sollte durch Westernblot-Analysen gepriift werden, welche der Klone p83/30D oder
p38/42D regulierbar exprimieren.

A HRM-10/d-83/30 B HRM-10/d-38/42
Ak anti-83 Ak amti-~AEGF42
[kgla) 3 2 29 (krga)
1 2 3 4 + - o+ = . o i
180 — |0 L
e —— e - pA3/300 [t F4 - p35/42D
84 — G4 — ==
15— _
55 — : B1.5—| g

35— -
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3|/ —
31— !
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Abb. 5-11 Expressionsanalyse von HRM-10/d-83/30 und HRM-10/d-38/42 Klonen mit-
tels Westernblot

Verschiedene HRM-10/d-83/30 und HRM-10/d/38/42 Klone wurden in 24-well Platten zu einer Konfluenz von
80% angezogen, jeweils mit (+) oder ohne (-) Doxyzyclin im Medium iiber Nacht kultiviert und geerntet. Nach
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der Aufnahme in 100ul Proteinprobenpuffer und Inkubation fiir 10" bei 95° wurden jeweils 10ul Gesamtzellex-
trakt auf 10% PAA-Gel aufgetragen und #.N. bei 100 mA geblottet. A-B: HRM-10/d-83/30 und HRM-10/d-
38/42 wurden +/— Dox kultiviert. p83/30D wurde in (A) mit anti-83 Ak detektiert. Als Mengenstandard diente
aufgereinigtes p83D: 1(200 ng), 2(100 ng), 3(50 ng), 4 (25 ng). In (B) ist p38/42D mit anti-AEGF42 Ak detek-
tiert. M, Molekulargewichtsstandard.

Herstellung einer msp-1d exprimierenden Zelllinie durch Selektion mittels Ze-
omycin (alternative Strategie)

In Zusammenarbeit mit Frau Druffel-Augustin wurde eine das gesamte msp-1d
(p190D) exprimierende stabile Zellinie hergestellt (s. fiir Ubersicht MSP-1 Fragmente (Abb.
5-1). Wihrend fiir die Etablierung von p83/30 und 38/42 exprimierenden HelLa Zelllinien auf
GFP-Fluoreszenzsignale selektiert wurde, sollte fiir eine Expression von vollldingen msp-1d
ein Antibiotikum-vermittelter Selektionsdruck zu stabilen Zelllinen fiihren. Wie zuvor sollte
msp-1d tiber einen humanen CMV-Promotor in Zellen Tetrazyklin-abhéngig exprimiert wer-
den. Hierzu wurde eine Zeomyzin (Zeo)-Resistenz vermittelnde Expressionskassette zusam-
men mit einem msp-1d exprimierenden Element in HeLa-A2Db Zellen co-transfiziert. Fiir die
Chemoselektion auf stabil positiv transfizierte Zellen wurde Zeomyzin in einer Konzentration
von 50ug/ml zugegeben.

Klonierungsstrategie

Zur Herstellung des msp-1d exprimierenden Vektors sollten die tet-Operatoren und
Promotoren des pUHR1.7(36)-CL Vektors mit dem msp-1d-Gen des Plasmids pUHD-10/d-
190.3 fusioniert werden. Das msp-1d enthaltende pUHD-10/d-190.3 Plasmid (Dr. Jun Miao)
wurde mit Sal I geschnitten, Plasmid pUHR1.7(36)-CL mit Pst I verdaut und bei beiden {iber-
hingende Enden mit T4-Polymerase aufgefiillt. Beide linearisierten Vektoren wurden mit Sca
I verdaut, so dall eine gerichtete Klonierung des msp-1d Fragments in pUHR1.7(36)-CL
moglich war. Dadurch entstand pUHR 1.7(36)/d-msp-1 (Abb. 5-12).

Stabile Transfektion von msp-1d in HRM-10

Fiir die Transfektion wurde pUHR1.7(36)-d-190 mit Sca I und pcDNA3.1/Zeo/CAT
mit Nhe I linearisiert und in einem Verhiltnis von 1:1, 1:3 1:5 mit insgesamt 5 ug DNA per
Lipofektamin in HRM-10 Zellen transfiziert. Als Kontrolltransfektion diente die separat trans-
fizierte Zeo-Kassette. Die meisten Zeo-resistenten Zellen lieferte die Transfektion mit einem
Mischungsverhiltnis von 1:1 (25 Klone). Insgesamt wurden 49 zeo-resistente Klone mit Ko-
lonie-PCR auf eine gleichzeitige Integration der msp-1d Expressionskassette getestet: Mit den
Primern d-30/forward und d-30/rev konnte nur dann ein Produkt ampilfiziert werden, wenn
Zco resistente Zellen ebenfalls msp-1d integriert hatten. Als Negativkontrolle diente die Zell-
linie HRM-10, als Positivkontrolle HRM-10/d-83/30 und Plasmid pZE 21*d-H83/30. Es
konnte bei 17 zeo resistenten Klonen ein msp-1d spezifisches PCR-Produkt amplifiziert wer-
den. Diese Klone wurden mittels Westernblot-Analyse ndher charakterisiert.

Stabile regulierbare Expression von msp-1d in HRM-10

Um zu priifen, welche Klone msp-1d unter Kontrolle von rtTA am stiarksten exprimierten,
wurden induzierte Klone mit zwei verschiedenen polyklonalen Antikérpern, anti-d83 und
anti-dAEGF42 (Abb. 5-1) getestet, die spezifisch MSP-1-Regionen p33 und p83 erkennen.
Von 17 in der Kolonie-PCR positiven Klone exprimierten sechs das p190D Protein. Die in-
tensivsten Signale waren bei Klonen 27, 38 und 116 zu sehen. Eine Regulation durch Tetra-
zyklingabe war bei Klonen 38 und 116 moglich (Abb. 5-13). Doxyzyklin fiihrte zu einer In-
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duktion der Genexpression von pl90D. Ohne Doxyzyklin war kein p190D im Westernblot
nachweisbar. Die Expressionsstirke war im Vergleich zu HRM-10/d-83/30 Linien schwach,
wie es bereits schon fiir p38/42 exprimierende Zelllinien beobachtet worden war.

Kpn | 653

Apal 659
Hho | GGE

T7-promotery i Stu | 94

tet02 (7360t 1
Chi (-53475)

pUHR1.7(36)-d-190

Shil-palydy 8734 bp

Xbal G196

Furul 3321

Abb. 5-12 Der Expressionvektor fur msp-1d

Die Abb. zeigt pUHR1.7(36)-d-msp-1. msp-1d steht unter der transkriptionellen Kontrolle des Tetrazyklin-
regulierbaren Promotors (Ptet). Dieser besteht aus einem CMV minimal Promotor an dessen 5'- Ende sich ein
Heptamer aus Tet-Operatoren (tetO2) befindet. Zwischen den Operator Sequenzen liegen jeweils 36 Nukleotide.
Das Gen trégt ein Polyadenylierungssignal der spiten SV40 Gene. Zusitlich liegt B-Lactamase (bla)-Gen zur

Selektion auf Ampizillinresistenz und der ColE1-Replikationsursprung auf dem Plasmid. Relevante Schnittstel-
len sind eingezeichnet.
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Abb. 5-13 Expressionanalyse von HRM-10/d-msp-1 Klonen mittels Westernblot

Mit Kolonie-PCR positiv getestete Zellen wurden in 24-well Platten zu einer Konfluenz von 80% kultiviert. Die
Klone wurden dann jeweils mit (+) und ohne (-) Dox im Medium iiber Nacht kultiviert und geerntet. Nach Auf-
nahme in 50ul Probenpuffer und Inkubation fiir 10" bei 95° wurden 10 pl auf ein 10% PAA-Gel aufgetragen.
Geblottet wurde fiir drei Stunden semi-trocken bei 30 V. A-B: HeLa-d-190 Klon 38; +/— Dox kultiviert. msp-1d
wurde in (A) mit anti-d83 Antikérpern und in (B) mit anti-dAEGF42 sichtbar gemacht.

Identifikation eines von HLA-A*0201prasentierten Peptids aus p83/30D

Die im Folgenden kurz beschriebene Isolierung und Identifizierung von HLA-Rezep-
tor priasentierten Epitopen wurde von Priv. Doz. Dr. Stevanovic durchgefiihrt. Der Expressi-
onsstatus des HLA-A*0201 Rezeptors auf HRM-10/d-83/30 Klon 3 wurde vor Extraktion der
HLA-Peptid Komplexe mit einem HLA-A*0201 spezifischen Antikorper (BB7.2) iiberpriift
und fiir die folgenden Experimente als ausreichend beurteilt. Um genug HLA-Peptid-Mole-
kiile fiir die anschlieBende HPLC-Auftrennung zu erhalten, wurden 5*10'° Zellen in Suspen-
sionskultur angezogen. AnschlieBend wurden HLA-A2/Peptid Komplexe iiber eine Immuno-
affinitdtschromatographie mit HLA-A2-spezifischen Antikorpern aufgereinigt. Es folgten
Sdurebehandlung, Ultrafiltration und Fraktionierung mittels High-Pressure-Liquid-Chroma-
tographie (HPLC) (Falk et al. 1991; Seeger et al. 1999). Peptid-enthaltende HPLC-Fraktionen
wurden vereinigt. Prinzipiell wird mit vorhergesagten Peptiden das nanokapillare HPLC-ESI-
MS-System (Elektrospray-lonisierung-Massenpektrometrie) kalibriert und anschliefend die
Peptidmischung der Zellline mit den gleichen Parametern analysiert (Predict-Calibrate-Detect
(PCD) Methode)(Schirle, Keilholz et al. 2000) Vergleiche mit den Kalibrierprofilen erleich-
tert die Identifizierung relevanter Peptidpeaks. Erste Analysen der Peptid-Mischung zeigten
die Ko-Elution eines HRM-10/d-83/30 Zelllinien-Peptids mit dem vorhergesagten MSP-1-
Peptid 674 (AS: KLKEFIPKV) (Abb. 5-14). In einem zweiten Experiment konnte mit nano-
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kapillarer HPLC MS/MS bestitigt werden, dass die AS-Sequenz dieses Peptids identisch mit
Peptid 674. Das HLA-A*0201 restringierte physiologisch prasentierte T-Zell-Epitop 674 liegt
in einem dimorphen Bereich der MSP-1 Untereinheit p83 (Abb. 5-17).
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Abb. 5-14 Identifikation des vorhergesagten Petids 674 in einer von HRM-10/d-83/30
eluierten Peptidmischung

Fiir ein Vergleichsspektrogramm wurden Massenchromatogramme einer Mischung synthetischer MSP-1 Peptide
aufgenommen (Tabelle 5-1). Eine Mischung aus HLA-A2 gebundenen Peptiden wurde von HRM-10/d-83/30-
Zelllinie extrahiert und analysiert. Diese Mischung physiologisch prozessierter und présentierter Peptide zeigte
einen Peak mit gleicher Retentionszeit wie das synthetische Peptid 674 (Daten nicht gezeigt). Dargestellt ist die
durch Kollision induzierte Dissoziation und Sequenzanalyse dieses Peptids, die identisch mit der AS-Sequenz
des Peptids 674 war (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von PD Stevanovic).
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5.2.2Vorhersage von HLA-A*0201 spezifischen Epitopen in MSP-1

Fiir die Identifizierung von MSP-1 CD8+ T-Zell Epitopen versuchten wir zunédchst
durch eine in silico Vorhersage die Zahl der Kandidaten-Epitope einzugrenzen. Anschlieend
wurden diese Peptide als potentielle in-vivo Epitope in T-Zell-Aktivierungsexperimenten ge-
testet.

Theoretisch ist im Proteom eines Pathogens wie P. falciparum eine grofie Anzahl von
Epitopen enthalten. Nur eine kleine Zahl von Epitopen wird jedoch tatséchlich an die Major-
Histokompatibilitits-Komplex MHC-Klasse I Molekiile(beim Menschen: Humanes Leuko-
zyten Antigen, HLA) gebunden, prisentiert und trigt dann zur Aktivierung zytotoxischer T-
Zellen bei. Es wird geschétzt, daBB nur eines von 2000 Peptiden, die durch Abbau eines
Fremdantigens entstehen, im Zusammenhang mit entsprechend passenden HLA-Rezeptoren
zu einer dominanten Immunreaktion fithren (Yewdell and Bennink 1999). Eine computerge-
stiitzte Vorhersage der tatsdchlich bindenden Peptide kann die Anzahl der in-vivo zu testenden
Peptide verkleinern. Mit Hilfe bereits identifizierter MHC-bindender Peptide kann die Hau-
figkeit bestimmter Aminosduren in verschiedenen Positionen von gebundenen Peptiden be-
stimmt werden, woraus sich MHC-Allel-spezifische Sequenz-Motive ableiten lassen. Jedes
HLA-Allel weist spezifische Peptid-Sequenz-Motive auf. Zum Beispiel sind Peptide, die an
HLA-A*0201 binden, hdufig neun Aminosduren lang (Nonamere), und haben meist zwei A-
minosdureseitengruppen, die das Peptid in der Grube des Rezeptors verankern (so genannte
Anker-Seitengruppen). Im Falle von HLA-A*0201 sind diese Anker-Seitengruppen ein Lysin
in Position zwei und ein Valin in Position neun (Rotzschke et al. 1992). Neben den verankern-
den Aminosduren gibt es noch weitere Positionen, an denen sich bestimmte AS befinden. Eine
Bewertung dieser Daten wird mdglich, indem jeder AS in jeder Position, abhingig von ihrer
Haufigkeit in bekannten HLA-bindenden Peptiden ein Wert (,,score) gegeben wird. Eine
hiufig verwendete Vorhersagemethode, die auf solchen Profilen basiert, ist SYFPEITHI
(Rammensee, Bachmann et al. 1999). Dieses Programm ist unter http://www.syfpeithi.de ab-
gelegt. SYFPEITHI vergibt Wert 10 flir hdufige Aminosduren, Wert 8 an, signifikant oft vor-
kommende und einen Wert von 6 an selten vorkommende Aminosduren. In nicht-Anker-
positionen haben bevorzugte Aminosduren Werte von 1-6 und ungiinstige Aminoséuren Wer-
te, die von —1 bis —3 reichen.

Fiir die Vorhersage von HLA bindenden Epitopen in P. falciparum MSP-1D wurden
Peptide aus der SYFPEITHI Datenbank ausgewdhlt, die eine moglichst groBe Wahrschein-
lichkeit hatten, mit HLA-A*0201 zu assoziieren. Peptide mit einem Bindungswert von 26
oder hoher wurden chemisch synthetisiert. In Abb. 5-15 ist die Verteilung der Peptide aus
dem MSP-1D dargestellt. Sie sind in den Untereinheiten p83D, p30D, p38D und p33D von
MSP-1D lokalisiert, jedoch nicht in der konservierten C-terminalen Region p19D.

80


http://www.syfpeithi.de/

Ergebnisse

AS A T RS T S Ay 7 1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
p42
—_—
p83 + p30 | p38 Vo p33 pl9
<l ] || |

Abb. 5-15 Verteilung von vorhergesagten HLA-A*0201-bindenden Peptiden auf MSP-
1D
Schematische Darstellung der Lokalisation von vorhergesagten und anschlieend synthetisierten Peptiden in

MSP-1D. Oben: Aminosdurepositionen der vorhergesagten Peptide. Unten: Schematische Darstellung des MSP-
1D Proteins mit konservierten(weil), dimorphen (schwarz) und oligomorphen (schraffiert) Bereichen.

Epitop Sequenz AS Position Bindungsscore
169 EINELLYKL 169 26
182 DLLRAKLNDV 182 26
183 LLRAKLNDV 183 28
296 SVLEKRIDTL 296 26
297 VLEKRIDTL 297 26
313 KLLDKINEI 313 30
363 SLFTDPLEL 363 26
374 YLREKNKKV 374 26
609 SLEVSDIVKL 609 29
623 VLLIKKIEDL 623 27
624 LLIKKIEDL 624 29
664 YLIVLKKEV 664 26
667 VLKKEVDKL 667 26
674 KLKEFIPKV 674 30
804 SMDQKLLEV 804 28
131 ALNDEIKKL 1020 29
330 FLPEAKVTTV 1219 29
287 FLSSGLHHL 1176 28
291 GLHHLITEL 1180 28
374 SLLTELQQV 1263 28
183 QLESKLNSL 1072 27
294 HLITELKEV 1183 27
609 YLINLKAKI 1498 27
437 VIYLKPLAGV 1326 27
498 YIIEDSFKL 1387 26
506 LLNSEQKNTL 1395 26
597 TLYNNLVNKI 1486 26

Tabelle 5-1 HLA-A*0201 Epitope in MSP-1D

Potentielle HLA-A*0201 Epitope in MSP-1D wurden mit Hilfe der SYFPEITHI Datenbank ausgewahlt. Darge-
stellt sind Peptide mit den hdochsten Bindungswerten (< 26). Die Tabelle ist unterteilt in die Regionen p83/30
(weil) und p42/38 (grau unterlegt).
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ELISPOT Analyse der T-Zell-Antwort fur potentiell HLA-A*0201-bindende MSP-1
Peptide

Mit einem transgenen Mausmodell konnten wir MSP-1 Epitop-spezifische CD8+ T-
Zell Immunantworten studieren. HLA-transgene (tg) HHD-2 Maiuse (Pascolo et al. 1997)
exprimieren ein Fremdgen, das aus den al (H) und a2 (H) Epitop-bindenden Doménen des
humanen HLA-A2 besteht, fusioniert an die o3-transmembran- und zytoplasmatischen Do-
minen des Maus Klasse-I Molekiils H-2Db(D) (Firat et al. 1999). Die humane ol Doméne ist
kovalent mit dem humanen B2m verbunden. Das Transgen wurde in Doppel-knock-out Miu-
se eingebracht, in denen Maus-H-2Db und Maus-B2-m Gene deletiert waren. HLA-A*0201
tg-Mduse wurden mit MSP-1 immunisiert. Zur verstirkten Stimulation von zytotoxischen T-
Zellen standen uns fiir die Immunisierungen in unserer Arbeitsgruppe entwickelte rekombi-
nante MVA-Viren zur Verfiigung, die MSP-1 produzieren (Westerfeld, Dissertation 2002 und
Dr. Miao, ZMBH). Eine erfolgreiche Aktivierung MSP-1-spezifischer CD8+ T-Zellen nach
Immunisierung wiirde zu einer Induktion spezifischer IFN-y-Zytokinproduktion fiithren. In
ELIspot Assays wurden MSP-1 Peptide auf ihre Fahigkeit getestet, die Expression von IFN-y
in Milzzellen von HHD-2 Méiusen anzuregen, welche zuvor mit MSP-1 exprimierendem Vac-
cinia-Virus-immunisiert worden waren. Dieses Experiment wurde im Labor von Dr. Schliiter
(Universitdtsklinik Mannheim) durchgefiihrt.

Die zur Immunisierung verwendeten MV A-Viren enthielten getrennt ins Genom integ-
riert, sowohl das Gen kodierend fiir die N-terminale Untereinheit 83/30 als auch die C-termi-
nale Untereinheit 38/42 von msp-1d, (Westerfeld, Dissertation 2002) Zusammen représentie-
ren beide integrierten MSP-1 Fragmente das gesamte MSP-1D Protein. Fiir ELIspot Experi-
mente wurden Milzzellen von zwei MSP-1-MV A-immunisierten Mausen und einer Wildtyp-
MVA immunisierten Maus verwendet. Die Milzzellen wurden mit jedem der ausgewdihlten
vorhergesagten Peptide stimuliert und IFN-y produzierende Zellen detektiert. Eine Zusam-
menfassung unserer Elispot Ergebnisse ist in Abb. 5-16 zu sehen. Von den 27 getesteten Pep-
tiden induzierte Peptid 291 (GLHHLITEL) die stirkste IFN-y Produktion und war damit das
erste Kandidatenepitop einer gegen MSP-1 gerichteten CD8+ T-Zell Antwort. In dem darge-
stellten ELISpot Experiment stimulierte auch Peptid 609 (YLINLKAKI) signifikant spezifi-
sche zytotoxische T-Zellen. Weiterhin waren Peptide 374 (YLREKNKKYV), 623
(VLLIKKIEDL) und 664 (YLIVLKKEYV), die alle im p83/30-Abschnitt von MSP-1D liegen,
deutlich iiber den Hintergrundsignalen. Unser Kooperationspartner Prof. Rammensee und Dr.
Pascolo konnten in mehreren unabhingigen ELISpot Experimenten unter vergleichbaren ex-
perimentellen Bedingungen Peptid 291 als vielversprechendes Epitop bestitigen. Peptide 609,
664, 623 und 374 im N-terminalen p83/30-Teil von MSP-1D waren in all ihren Experimenten
schwache oder mifBig gute Stimulatoren. Eine Rolle dieser Peptide in der Aktivierung einer
spezifischen T-Zell Antwort ist daher fragwiirdig, und diese Peptide wurden in weiterfiihrende
Experimente nicht mit einbezogen. Zusitzlich zu Peptid 291 konnten in Tiibingen auch Pep-
tide 437 (VIYLKPLAGYV) und 374 (SLLTELQQV) im C-terminalen 38/42 Proteinfragment
und Peptid 182 (DLLRAKLNDYV) im N-terminalen 83/30 Proteinfragment von MSP-1D eine
signifikante Anzahl von CD8+ T-Zellen zur IFN-y Produktion anregen. Die Position aller
potentiellen Kandidatenepitope im MSP-1D-Protein ist in Abb. 5-17 dargestellt. Nur Peptid
182 befindet sich in einer konservierten Region des Proteins (Block 3 von Untereinheit
p83/30D). Es ist mit einem berechneten Bindungsscore von ,,26* ein relativ wenig affines
Epitop an HLA-A*0201, allerdings dennoch in den HHD-2 Mausen immunogen. Die Kandi-
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datenepitope 291, 374 und 437 gruppieren sich dicht um die Grenze p38—p42 in mittleren
(291 und 437) bis niedrig konservierten (374) Bereichen des Proteins.

Fiir einige der Peptide, fiir die in-silico eine Bindung an HLA-A*0201 vorhergesagt
worden war, liessen sich in MSP-1 immunisierten Médusen nur wenige spezifischen T-Zellen
detektieren. Fiir Peptide 374, 437, 182 und 291 konnte aber in ELIspot Experimenten eine
starke IFN-y Antwort detektiert werden, was auf Populationen aktiver MSP-1-spezifischer T-
Zellen hinweist.
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ELISPOT MSP-1 (83/30)
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Abb. 5-16 ELISpot Assay: Die Expression von IFN-y von Milzlymphozyten nach  Pep-
tid Stimulation

Milzzellen von zwei immunisierten Méuse und einer nicht-immunisierten Maus wurden acht Tage nach der Im-
munisierung isoliert. Je 2*¥10° Milzzellen der nicht-immunisierten Maus wurden mit jedem der vorhergesagten
HLA-A*0201 bindenden Peptide (10°M) inkubiert und fungierten als Antigen-prisentierende Zellen, um Milz-
lymphozyten der immunisierten Méuse zu stimulieren. Die Zellen, die darauthin IFN-y sekretierten, wurden iiber
IFN-y spezifische Antikdrper mittels einer Farbreaktion nachgewiesen. Positive Zellen wurden als ,,Spots de-
tektiert und im Mikroskop ausgezéhlt (,,spot-forming-unit™, SFU). Als Positivkontrolle diente HLA-A*0201
restringiertes MVA Peptid 35-1 (SLSAYIIRV) und zur Bestimmung des Hintergrunds wurden Zellen nur mit
Medium inkubiert. Von den untersuchten MSP-1 Peptiden wurde die hochste Frequenz an IFN-y sekretierenden
CD8+ T-Zellen fiir das Peptid 291 festgestellt.
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Abb. 5-17 HLA-A*0201 Epitope in MSP-1D

Dargestellt sind MSP-1D Kandidaten Epitope und ihre Position im MSP-1D-Protein. Zwei experimentelle Stra-
tegien identifizierten fiinf vielversprechende MSP-1 Epitope: Kandidatenpeptide, die in MSP-1 immunisierten
Maéusen mittels ELISPOT Assays die stirkste spezifische CD8+ T-Zell IFN-y-Produktion induzierten, sind in
Schwarz dargestellt (182, 291, 374 und 437). Peptid 182 liegt in Block 3 von MSP-1D und damit in einer stark
konservierten N-terminalen Region. Peptide 291 und 374 sind in den Blocken 13 und 14 des p38-Fragments von
MSP-1 lokalisiert und liegen in mittleren bzw. niedrig konservierten Bereichen. Peptid 437 befindet sich im p42
Fragment dicht an der Grenze zur p38 Untereinheit und ist einer mittel konservierten Region im Block 15 zuzu-
ordnen. Peptide, deren Immunogenitét unklar bleibt, sind mit gestrichelten Linien gezeigt (374, 609, 623, 664):
nur in einem von insgesamt vier ELIspot Assays war die Anzahl der Spots signifikant {iber Hintergrund. Unab-
hingig von der computergestiitzeten Peptid-Vorhersage wurde Epitop 674 durch die Expression von MSP-1D in
humanen Zellen identifiziert (siche Abschnitt 5.2.1). Dieses Epitop mit seiner hohen Motivhomologie befindet
sich in Untereinheit p83 im Block 7 in einer mittel konservierten Region.
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5.3 Etablierung der Tetramer-Technologie zur quantitativen Erfassung
epitopspezifischer T-Zellen

Jeder Mensch besitzt eine grofle Vielfalt an T-Zellen unterschiedlicher Antigenspezi-
fitdt, die bei zytotoxischen T-Zellen (CTL) durch die exprimierten T-Zell Rezeptoren zustan-
den kommt. Diese erkennen auf Zelloberflichen einen trimeren Komplex aus MHC Klasse-I
Rezeptor, bestehend aus einer schweren Kette (heavy chain=hc), einer leichten Kette (B32-
microglobulin=2m) und einem daran gebundenem Peptid/Epitop. Bei der MHC-Tetramer-
Technologie wird dieser Komplex rekombinant hergestellt, um als Ligand CTL-Zellen mit
dem passenden Antigen-spezifischen T-Zell Rezeptor zu identifizieren. Nicht jedes HLA
Klasse-I Allel kann ein bestimmtes Peptid gleich gut binden. Welche Peptide/Antigene pri-
sentiert werden, ist von dem exprimierten HLA-Allel abhéngig, die sogenannte MHC I Re-
striktion. Unsere Untersuchungen in Mausen und Menschen beschrinken sich auf den HLA
Allotyp: HLA-A*0201.

Mit MSP-1 Epitopen, die im vorigen Kapitel identifiziert wurden, sollen HLA-
A*0201/Peptid Komplexe hergestellt werden, die eine quantitative Erfassung der MSP-1 spe-
zifischen CTLs erlauben.

5.3.1 Herstellung funktioneller Tetramere

Expression der schweren Kette des HLA-A*0201 Rezeptors und des humanen
R2-Mikroglobulin

Eine modifizierte schwere Kette des HLA-*A0201 Rezeptors (hc: heavy chain; ohne
den zytoplasmatischen Bereich, siche Material und Methoden) und die humane 32 Mikroglo-
bulin Kette (32m) wurden in E.coli exprimiert. Dafiir wurde E.coli Stamm W3110-Z1 (Lutz
1995) mit den Plasmiden pET-3d (schwere Kette) und pET3a (leichte Kette) tranformiert
(freundlicherweise erhalten von Dr. Walter, Institut fiir Zellbiologie, Univ. Tiibingen). Schiit-
telkulturen wurden mit 1mM IPTG fiir 3,5-4 Stunden induziert. Die schwere Kette konnte
zuverlédssig mit pET3d exprimiert werden Fiir 32m ergaben Expressionsanalysen in kleinem
Malstab (5ml Kulturen), dal3 diese nicht zuverlédssig exprimiert wurde. Verschiedene Klone
zeigten sehr variable Expressionsresultate, von denen einige 32m iiberhaupt nicht produzier-
ten. Von ausgewdhlten 32m exprimierenden Klonen, die neu vereinzelt wurden, zeigten Sub-
klone erneut ein heterogenes Expressionsverhalten.

Klonierung und rekombinante Expression der schweren und leichten Kette

Die instabile Expression der leichten Kette machte eine Umklonierung der schweren
und leichten Kette in das pZ-Vektor-System notig, das in unserem Labor sehr erfolgreich
verwendet wird (Lutz and Bujard 1997). Die Transkription des inserierten Gens wird in die-
sem Vektor von dem Promotor Pajiac0-1 kontrolliert und kann durch Zugabe von IPTG indu-
ziert werden. Gensequenzen der 32m- und schweren Kette in pET Plasmiden dienten als PCR-
Matrize. An 82m und die schwere Kette wurden iiber die PCR-Primer am 5 Ende eine BamHI
bzw. BgllI-Schnittstelle und am 3 Ende jeweils eine Xbal-Schnittstelle eingefiihrt. Uber diese
Schnittstellen konnte das PCR-Produkt in pZE-Plasmide integriert werden. Die Klonierungen
wurden von Dr. Nicole Westerfeld ausgefiihrt.

Leider war die Expression von 32m in dem pZE-Vektor sehr schwach und konnte nur
im Westernblot, nicht aber mit Coomassie im Polyacrylamidgel nachgewiesen werden. Kon-
trollsequenzierungen zeigten eine korrekte Nukleotid-Sequenz. Transformationen in BL21
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pLysS E.coli Zellen, die auch fiir die Expression von pET3a und -d verwendet werden, konn-
ten die Expression nicht verstirken. Fiir die Expression der 32m Kette verwendeten wir daher
den urspriinglichen pET3a Vektor, transformiert in W3110-Z1 E.coli Zellen. Eine Expression
der B2m Kette in diesem System konnte durch eine starke Bande im Coomassie Gel nachge-
wiesen werden.

Die schwere Kette konnte sowohl mit pET3d als auch mit dem pZE-Vektor in W3110-
Z1 Zellen stabil iiberexprimiert werden. Jedoch wurde im Vergleich mit dem pET3d Plasmid-
system deutlich mehr Protein mit dem pZE Vektorsystem gebildet (Tabelle 5-2).

Die quantitative Expression der beiden Ketten erfolgte in 1,51 Schiittelkulturen. Die
Aufbereitung von EinschluBBkorperchen (,,Inclusion bodies®, IBs), in denen die Proteine der
schweren und 32m Kette hoch konzentriert waren, verringerte die Menge an kontaminieren-
den Proteinen bereits substantiell.

Tabelle 5-2 Ausbeuten in Einschlusskdrperchen

Gesamtausbeuten an Protein aus

1,51 E. coli Kulturen (mg)

*pZE HLA-A*0201 hc 114 102 171 109
"pET3d HLA-A*0201 hc 50

‘pET3a 32m 47,5 66 51,7 59,5
HLA-A*0201 he-S 105

(32m-S 49,7

*E.coli W3110-Z1 wurde mit Plasmid pZE13 hc transformiert, Expression der schweren Kette induziert und
Einschlusskorperchen prépariert.

® Plasmid pET3d war der Expressionsvektor fiir $2m.

Plasmid pET3a war der Expressionsvektor fiir 32m.

Renaturierung von HLA-A*0201/Peptid Komplexen

Alle finf MSP-1 Kandidatenepitope (Abb. 5-18) wurden mit rekombinant hergestellter
HLA-A*0201 schwerer- und B2m-Kette zu einem Komplex gefaltet. Zusitzlich wurden als
positive Kontroll-Tetramere ein bekanntes immunogenes MVA HLA-A2-Epitop (35-1) und
ein immunodominantes HLA-A2-Epitop (NLVPMVATYV) des humanen Cytomegalovirus aus
pp65 (495-503) fir MV A-Immunisierungsexperimente bzw. fiir die Analyse von humanen
CD8+ T-Zellpopulationen, hergestellt. Dabei wurden die denaturierten Proteine in einem als
,Puls-Renaturierung® bezeichneten Verfahren schrittweise hinzugegeben (Rudolph and Lilie
1996). Da die hc Kette zu Aggregationen neigt, wurde wéahrend der Riickfaltung eine hohe
Endverdiinnung (50pg/ml) an Protein im Renaturierungspuffer angestrebt. In drei Schritten
wurden jeweils die rekombinanten Proteine hinzugegegben, wobei leichte Kette im 2,2-fachen
UberschuB war. Bei der Faltungsreaktion im Renaturierungspuffer entstand ein Priizipitat, das
durch Zentrifugation beseitigt wurde. Der Renaturierungsansatz wurde anschlieBend ankon-
zentriert und erneut von Prizipitat befreit.
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Abb. 5-18: Elektrophoretische Analyse von in E.coli exprimierter HLA-A*0201 schwe-
rer Kette und leichter Kette

A: E.coli W3110-Z1 wurde mit HLA-A*0201 schwere Kette entweder in pET-3d (1) oder einem Plasmid des
pZE-Systems (2) transformiert und bei 37°C kultiviert. Bei OD600 0,5-0,7 wurde durch Zugabe von IPTG(+) die
Expression fiir 3,5 Stunden induziert. (-): keine Zugabe von IPTG. Solubilisierte Einschlusskérperchen wurden
1:10 mit 6M Harnstoff verdiinnt, gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie-Blau angefarbt. B: Expres-
sion der schweren Kette aus pZE- und der leichten Kette aus pET3a. Aufgetragen sind schwere und leichte Kette
aus aufbereiteten EinschluBkdrperchen. C: Einzelne Sub-Klone von pET-3a (32m)-Vektor transformierten E.coli
W3110-Z1, die mit IPTG (+) induziert wurden. Gelelektrophoretische Auftrennung von Gesamtzellextrakten von
E.coli W3110-Z1 zeigte, daB die Expression von 2m nicht bei allen Subklonen zu beobachten war. 15% PAA-
Gel, 0,1% SDS. M: Molekulargewichtsstandard.
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Aufreinigungsverlauf

Mit dem Tetramer-Konzentrat wurden nun zwei unterschiedliche Vorgehensweisen
erprobt. Entweder das Konzentrat wurde direkt in PBS umgepuffert und biotinyliert (Methode
1). Diese Methode erforderte bis zum biotinylierten Monomer nur eine chromatoraphische
Aufreinigung durch Gelfiltration. Eine zweite Vorgehensweise war die Aufreinigung der ge-
bildeten konzentrierten Komplexe iiber Gelfiltrationschromatographie vor der Biotinylierung
(Methode 2). Zwischen beiden Methoden gab es gro3e Unterschiede in der Ausbeute von bio-
tinyliertem Monomerkomplex. Die Menge an aufgereinigtem biotinyliertem Komplex betrug
je nach Methode und Peptid 0,7-7.7% des eingesetzten Proteins. Durchschnittlich erhohte die
Umpufferung in PBS und sofortige Biotinylierung die Menge an biotinylierten Monomer um
das 7-10fache. Vergleiche der Elutionprofile der ersten Gelfiltration von Methode 2 und Me-
thode 1 zeigten dhnliche Mengen des Tetramer-Komplex-Peaks. Erst nach der zweiten Sdu-
lenchromatographie sank die Ausbeute an Komplex dramatisch, wahrscheinlich durch unspe-
zifische Verluste an die Sdulenmatrix.

Methode 1 Methode 2

‘ Renaturierung | | Renaturierung ‘
v v

‘ Ankonzentrierung | | Anlkonzentrierung ‘

| cefilvaion |
v

‘ Umpufferung | | Konzentrierung ‘
v v

‘ Biotinylierung | | Eiotinylierung ‘
v v

| Gelfiltration || Gelfiltration |
v v

‘ Konzentrierung | ‘ Kaonzentrierung ‘
v v

‘ Biotinylierter Komplex | ‘ Eiotinylierter Komplex |

Abb. 5-19 Aufreinigungsverlauf nach Methode 1 und 2

Fludiagramm mit den einzelnen Schritten zur Herstellung von HLA-A*0201/Peptid-Monomeren. Methode 1
und 2 unterscheiden sich im Ablauf grundsitzlich durch die Anzahl erforderlicher Gelfiltrationschroma-
tographien und durch die Position des Biotinylierungsschritts innerhalb des Ablaufs.

Wihrend des Riickfaltungsprozesses wurde durch Prazipitation und die Biotinylier-
ungsreaktion am meisten Protein verloren. Dagegen prézipitierte wihrend der Ankonzentrie-
rung des Faltungsansatzes nur wenig Protein. Die Umpufferung in PBS fiihrte zu erneuten
Verlusten durch Préizipitation. Am Ende der Biotinylierung waren durchschnittlich noch 50%
des in die Enzymreaktion eingesetzen Proteins vorhanden.

Vergleicht man die Ausbeuten an biotinylierten Monomeren, die mit Methode 1 aufge-
reinigt wurden, lieferte Peptid 674 die hochste Ausbeute mit 600ug. Peptid 674 hatte zugleich
auch in den Computer-gestiitzten Vorhersagen von allen MSP-1 Peptiden den hdchsten vor-
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hergesagten HLA-A*0201-Bindungswert. Wéhrend der Renaturierung prazipitierte umso
mehr Protein, je niedriger der vorhergesagte Bindungswert war (Tabelle 5-2) Die grof3te Men-
ge an prazipitiertem Material wurde im Renaturierungsansatz mit Peptid 182 (Bindungswert
26) und Peptid MV A beobachtet. Die Ausbeute von biotinyliertem Komplex war sehr gering,
und zudem war der aufgereinigte Komplex nicht stabil: In der gelelektrophoretischen Auf-
trennung des 182-Monomer-Komplexes konnte keine schwere Kette nachgewiesen werden,
da sie wahrscheinlich nach der Dissoziation des Komplexes ausfillt. Um eine stabilere Bin-
dung an das HLA-A*0201 Molekiil zu erreichen, wurde die Aminosiuresequenz des 182 Pep-
tids modifiziert, um den vorhergesagten Bindungswert zu erhdhen. Die erste Aminosdure ei-
nes Peptids kann mit Tyrosin substituiert werden, ohne die Antigenspezifitit zu verdndern.
Jedoch bewirkt die Anderung der AS-Sequenz eine erhohte Affinitit fiir den HLA-A*0201
Rezeptor (Tourdot et al. 2000). Die erste Aminosdure des 182 wurde durch ein Tyrosin ersetzt
(=182/y). Fiir eine Verkiirzung des Peptids 182 errechnete SYFPEITHI ebenfalls einen erhoh-
ten Bindungswert (=182/9). Mit diesen beiden neu-synthetisierten Peptiden konnten stabile
biotinylierte Komplexe hergestellt werden.

Elutionsprofile der Gelfiltrationschromatographien waren bei allen Riickfaltungsexpe-
rimenten mit verschiedenen Peptiden dhnlich (Abb. 5-20). Zunichst erschien bei 40 ml Aus-
schlussvolumen der Sdule ein Detektionsmaximum (,,Peak), das vor allem Aggregate der
schweren Kette enthielt. Obwohl die schwere Kette immer aggregierte, war diese Aggregation
bei Methode 1 deutlich geringer als bei Methode 2. Bei Umpufferung des Renaturierungsan-
satzes scheinen selektiv Protein-Aggregate der schweren Kette auszufallen, die durch Zentri-
fugation beseitigt werden konnen. Als ndchstes wurde der Peptid-HLA-A*0201-Komplex-
Peak/Monomer-Peak bei 60 ml Ausschlussvolumen eluiert. Dieser Komplex ist bei Riickfal-
tungsversuchen ohne Peptid nicht zu erkennen. Zwischen Aggregate-Peak und Komplex-Peak
kann, wie bei Peptid 437 (Abb. 5-20) ein weiterer Peak erscheinen, der kleinere Aggregate
und eventuell freie schwere Kette enthdlt. Bei 80 ml Ausschlussvolumen wurde die freie
leichte Kette eluiert. Bei Gelfiltrationen nach der Biotinylierung eluierte spéter noch ein sehr
hoher Peak, der vermutlich Peptid enthilt. AnschlieBend folgten einige Peaks, die wahrschein-
lich niedermolekulare Substanzen enthielten.
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Abb. 5-20 Beispielhaftes Elutionsprofil einer Gelfiltrationschromatographie von renatu-
rierten, biotinylierten HLA-A*0201/MSP-1-Peptid Komplexen

MSP-1 Peptid 674 wurde mit HLA-A*0201 renaturiert. Renaturierungsansatzt wurde auf Gelfiltrations-Saulen-
matrix Sup 75 geladen. Dargestellt ist das Elutionsprofil der Gelfiltrationschromatographie. Wahrend der Elution
wurde die Proteinkonzentration mittels Lichtabsorption bei 280 nm gemessen. Die Grole der Absorptionsma-
xima (nur Flachen iiber der gestrichelten Basislinie) in Prozent (%) relativ zur Gesamtflache aller Peaks wurde
berechnet. Fiir die Auswertung wurde ,,Unicorn 3.21“-Software verwendet (Amersham Bioscience). A = Aggre-
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gate-Peak; K = Komplex-Peak; 2m = leichte Kette-Peak; Bir A = Biotinylierungsenzym-Peak; Peptid: Peptid-
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Abb. 5-21 Gelelektrophoretische Analyse der Gelfiltrationschromatographie

Ergebnisse

Renaturierungsansatz mit trimerem Komplex aus schwerer Kette HLA-A*201, leichter Kette und dem jeweiligen
Peptid wurde tiber Gelfiltrationschromatographie aufgereinigt. Eluierte Peaks wurden auf ein PAA Gel aufgetra-
gen: Die Spuren enthalten: 1: Auftrag, 2: Aggregate-Peak, 3: Komplex-Peak, 4: leichte Kette-Peak. Gele-
lektrophorese wurde bis auf den Komplex-Peak unter nicht-reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. Der Kom-
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plex-Peak wurde ankonzentriert, reduziert und 0,3-0,6 pg aufgetragen. Proteine wurden durch Silberfarbung von

15% PAA Gelen sichtbar gemacht.

Biotinylierungsnachweis mittels Gelshift-Assay

Es ist wichtig, die Effizienz der Biotinylierung von Peptid-HLA-A*0201-Monomeren
zu Uberpriifen, da Qualitdt und Funktionalitdt der Tetramer-Reagenzien davon abhingen.
Prinzipiell wird in diesem Assay Biotin an der schweren Kette mittels Streptavidin nachge-
wiesen. Diese Interaktion bleibt selbst unter Bedingungen der Protein-Gelelektrophorese-
bestehen und kann durch einen ,,shift* der schweren Kette auf Hohe groBerer Markerproteine

nachgewiesen werden (Abb. 5-22).
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Abb. 5-22 A-D: Gelshift-Assay zum Nachweis der in vitro Biotinylierung von verschie-
denen Peptid-HLA-A*0201 Monomer Komplexe

Biotinylierte aufgereinigte und ankonzentrierte Peptid-HLA- A*0201 Monomere (2-4 png) wurden mit (+) oder
ohne (-) Streptavidin inkubiert. Streptavidin alleine ist jeweils in der linken Spalte der Gele A-D aufgetragen.
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Unter den Bedingungen der Gelelektrophorese zerfillt der Peptid-HLA- A*0201 Komplex in schwere und leich-
te Kette. Die biotinylierte schwere Kette bindet an Streptavidin. Streptavidin kann bis zu 4 Biotinylierte schwere
Ketten binden. Deswegen beobachtet man mehrere Banden, die durch die unterschiedliche Grofle der Streptavi-
din-schwere Kette Komplexe entstehen (,,geshiftete Banden®). Die Gelelektrophorese wurde unter reduzierenden
Bedingungen durchgefiihrt (A-D 12% PAA) und Proteine durch Coomassie Farbung sichtbar gemacht.

5.3.2ldentifizierung MSP-1-spezifischer CD8+ T-Zellen mittels Tetramer-
Anfarbung

Induktion von MSP-1-Epitop-spezifischen T-Zellen durch Immunisierung von
HHD Mausen

Massenspektrometrie und ELISpot Experimente identifizierten fiinf MSP-1D spezifi-
sche Epitope, die an HLA-*A0201 Rezeptoren gebunden auf der Zelloberfliche présentiert
werden und so Peptid-reaktive CD8+ T-Zellen stimulieren konnen. In ersten Immunisierungs-
experimenten von HHD-2 Méusen wurden immunostimulatorische Eigenschaften dieser fiinf
Kandidatenepitope charakterisiert. Die Ergebnisse der HHD-2 Méusexperimente sollten zum
Einen auf eventuelle immunodomiante MSP-1 Epitope hinweisen. Ein zweites Ziel war die
Optimierung verschiedener Immunisierungsprotokolle, die zu einer mdglichst starken Expan-
sion MSP-1-spezifischer T-Zellen fiihren sollten. Beide Faktoren, sowohl die Detektion even-
tueller immunodominanter Epitope als auch die Analyse von Immunisierungsabldufen, ist fiir
die strategische Entwicklung eines Malaria-Impfstoffes in unserem Labor von Interesse.

Mittels Tetramer-Technologie konnte nach Immunisierungen die ex-vivo Haufigkeit
von MSP-1 Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen verfolgt und verglichen werden. Da Tetra-
mer-Anfiarbungen quantitative Informationen liefern und keine Aussagen tiber die Qualitét der
identifizierten T-Zellen erlauben, wurden auch intrazelluldre IFN-y Farbungen vorgenommen.
Auf diese Weise konnte die Funktionalitidt Epitop-bindender T-Zellen iiberpriift werden.

Immunisierung von HHD Mausen mit MSP-1 sekretierend exprimierendem MVA

Fiir die Einfach-Immunisierung von HHD-2 transgenen Méusen wurden MV A-Viren,
die das Gesamtgen msp-1d exprimieren, intra-muskulér gespritzt. Da die Méuse fiir ELISpot
Experimente bereits erfolgreich mit rekombinantem MV A geimpft worden waren, erwarteten
wir eine hinreichende Expansion MSP-1D-spezifischer CD8+ T-Zellen fiir die anschliessende
Identifikation von spezifischen T-Zell Populationen mittels Tetramerfarbungen. Als Kontrolle
fiir eine erfolgreiche MVA-Immunisierung dienten Tetramerfarbungen mit einem MVA-
spezifischen Epitop, VP-35#1 (Drexler et al. 2003). In dem dargestellten Experiment wurden
zwei Méause mit msp-1d exprimierendem MVA geimpft und Peptid 291 spezifische T-Zellen
gemessen.

Die Einfach-Immunisierung von Méusen mit rekombinantem MVA expandierte die
Gesamt-CD8+ T-Zell Population von 3-4% auf 8%. Bei allen Anfarbungen mit Tetramer-
Reagenzien war eine starke Markierung von nicht-CD8+ Zellen zu erkennen. Da B-Zellen,
Natiirliche-Killer-T-Zellen und Myeloide Zellen ebenfalls Rezeptoren aufweisen, die HLA-
Klasse-I Molekiile erkennen und auf diese Weise HLA/Peptid-Tetramere binden koénnen, ist
diese Anfiarbung mit HLA-Klasse I spezifischen Tetramerenzu erkldren. Es handelt sich also
vermutlich nicht um unspezifische Anfiarbungen (Lopez-Botet et al. 2000; Borrego et al.
2002). In beiden MV A-immunisierten Mausen wurden signifikante Populationen von Epitop
291 spezifischen CD8+ T-Zellen und von MV A-Epitop VP-35#1 spezifischen CD8+ T-Zellen
gemessen (Abb. 5-23 Duchflusszytometrische Analyse MSP-1-Epitop-spezifischer CD8+ T-
Zellen nach Einfach-Immunisierung von HHD-2 Miusen mit rekombinantem MVA
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Allerdings waren in einer Maus im Verhéltnis mehr MV A-Epitop-positive CD8+ T-
Zellen zu detektieren als 291 positive CD8+ T-Zellen. In der zweiten Maus detektierten wir
anndhernd gleich viele Epitop-spezifische T-Zellen fiir Epitop 291 und VP-35#1. Die Anzahl
identifizierter T-Zellen war bei beiden Méausen relativ niedrig. Peptid VP-35#1- und Epitop
291-spezifische CD8+ T-Zellen machten 0,2-0,8% bzw. 0,15-0,3% der Gesamt-CD8+ Zellpo-
pulation aus. Das Ergebnis veranlafite uns, eine andere Immunisierungsstrategie auszutesten.
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Abb. 5-23 Duchflusszytometrische Analyse MSP-1-Epitop-spezifischer CD8+ T-Zellen
nach Einfach-Immunisierung von HHD-2 Mausen mit rekombinantem MVA

Insgesamt wurden vier Méuse immunisiert: Zwei Méuse (M2 und M3) erhielten eine intramuskulédre Injektion
von 5 * 10° rekombinantem MVA. Zwei Miuse dienten als Kontrolle und wurden mit 5 * 10° Wild-Typ MVA
immunisiert. Eine Kontrollmaus starb. Am siebten Tag nach Immunisierung wurden die Miuse getotet, die Mil-
zen entnommen und analysiert. A zeigt Subpopulationen der Milzlymphozyten einer nicht-immunisierten HHD-
2 Maus. Gezihlt wurden alle Lymphozyten in Auswahl 1 (Gate R1). In den nachfolgenden Experimenten wurde
CD8-Rezeptor mit anti-CD8a- Ak-FITC und als Kontrolle der Ak-Spezifitdt mit dem Ak-Idiotyp des anti CD8a
Antikorpers (FITC-konjugiert) markiert. Als Kontrolle der Spezifitit der Tetramerfirbungen (A2 = HLA-
A*0201) wurde jeweils eine Farbung mit A2/MVA und A2/291 + anti-CD8a durchgefiihrt (Plots in der zweiten
Reihe). Zusitzlich wurde eine Farbung mit chimdrem A2/MVA Tetramer durchgefiihrt (A2/Kb MVA)(s. Dis-
kussion). In B sind untereinander Ergebnisse von zwei mit MSP-1 immunisierten Mause (M1 und M2) angeord-
net. Milzlymphozyten wurden mit anti-CD8a-FITC Antikorper und den jeweiligen MSP-1-Peptid/PE-konjugier-

94



Ergebnisse

ten Tetrameren (A2/X) behandelt. Die verwendeten A2/Peptid Komplexe stehen jeweils tiber den Plots. Angege-
ben ist die relative Zellzahl im jeweiligen oberen rechten Quadranten in Prozent der CD8+ markierten Zellpopu-
lation.

Heterologe Immunisierung von HHD-2 Mausen mit msp-1d exprimierenden
Vektoren

Es ist seit einiger Zeit bekannt, dafl einige der erfolgreichsten Impfstrategien fiir eine
Induktion von Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen heterologe prime-boost Protokolle sind. In
diesen Protokollen wird mit unterschiedlichen Vektoren sequenziell geimpft, die das gleiche
rekombinante Antigen exprimieren. Dadurch wird die T-Zell Antwort auf Peptide des rekom-
binanten Antigens fokussiert, da nur diese T-Zell Epitope den eingesetzten Impfungen ge-
meinsam sind (Ramshaw and Ramsay 2000). Priming mit Plasmid-DNA und ,,Boosting* mit
rekombinantem MVA fiihren in vielen Beispielen zu einer starken CD8+ T-Zell Reaktion
(Kent et al. 1998; Schneider et al. 1998; Amara et al. 2001).

Die von uns durchgefiihrten heterologen Immunisierungen wurden mit msp-1d ko-
dierender Plasmid-DNA (pUHD10-d190.3) und rekombinantem MSP-1D (p190D) exprimie-
rendem MVA (s. oben) durchgefiihrt. Leider konnten in diesem Experiment nur drei Miuse
eingesetzt werden, da es Vermehrungsschwierigkeiten mit den HHD Maéusen gab. Diese
Prime-Boost Protokolle fiihrten zu einer breit geficherten T-Zellantwort gegen die gemesse-
nen MSP-1 Epitope, die stirker ausfiel als bei einer Einfach-Immunisierung mit rekombinan-
tem MVA (Abb. 5-24). Epitop-spezifische T-Zellen konnten in diesem Experiment fiir die
MSP-Peptide 182, 182-9, 291 374 und fiir 674 identifiziert werden. Die gréf3ten T-Zell Popu-
lationen wurden fiir 674 und 374 gemessen. Fiir das MVA-Epitop VP-35#1 spezifische T-
Zellen konnten im Vergleich mit der Kontrollmaus (M1) nicht eindeutig identifiziert werden.
Bei einer der mit MSP-1-MVA geimpften Méuse (M3) lag der Anteil der gesamten CD8+ T-
Zell Population nach Immunisierung bei unter 2% beobachten. Dies konnte auf apoptotischen
Prozesse bei CD8+ T-Zellen hinweisen, die durch eine zu hohe Antigen-Dosis verursacht
werden konnen (Welsh 2001). Gleichzeitig wurden in dieser Maus MSP-1-spezifische T-Zell
Populationen von 6,7% (Epitop 374) und 4,4% (Epitop 291) gemessen. Ebenfalls in dieser
Maus bewegten sich im Vergleich zu Maus M2 die Tetramer-markierten CD8+ T-
Zellpopulationen weiter nach rechts, hatten also einen geringern CD8+-Anteil. Unterschiede
in der CD8-Rezeptordichte auf den Zelloberflichen konnten auf Unterschiede des Aktivie-
rungszustands der CD8+ T-Zellen hinweisen. Eine starke Aktivierung fiihrt zu einer Runter-
regulierung von CD8-Rezeptoren. Aus dem beschriebenen Grund war es schwierig, eine De-
tektionsauswahl (,,Gating®) zu finden, das mdglichst nur Tetramer+-CD8+ Zellen einschlof.
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Abb. 5-24 Durchflusszytometrische Analyse MSP-1-spezifischer CD8+ T-Zellen nach
heterologer Immunisierung von HHD-2 Mausen

Insgesamt wurden zwei Méuse mit msp-1d kodierender Plasmid-DNA und msp-1d exprimierendem MVA immu-
nisiert. Die primére Induktion der CD8+ T-Zellen erfolgte mit 200ug msp-1d-kodierende Plasmid-DNA je Maus,
die in vier verschieden Muskelgruppen der Beine gespritzt wurde. Fiir die sekundére Immunisierung nach 12
Tagen wurden 5 * 10° MSP-1-exprimierende MVA Viren eingesetzt. Eine Kontrollmaus wurde nicht immuni-

96



Ergebnisse

siert. Die Analyse von Mizlymphozyten erfolgte nach 10 Tagen. In A sind Subpopulationen von Milzlymphozy-
ten einer nicht-immunisierten HHD-2 Maus zu sehen. Gezdhlt wurden alle Lymphozyten in Fluoreszenzauswahl
1 (,,Gate™ R1). In den rechten Plots ist die Fluoreszenzintensitit des CD8-Rezeptors nach einer Einfachfarbung
mit anti-CD8a-FITC Ak zu sehen. Als Negativkontrolle diente eine Doppel-Farbung mit A2/MVA und anti-
CD8a. Um die Spezifitit des CD8 Aks zu verifizieren, wurde eine Kontrollfirbung mit dem Ak-Isotyp des anti-
CD8a-FITC Antikorpers durchgefiihrt (nicht-dargestellt). In B sind untereinander die Ergebnisse von zwei im-
munisierten Méusen angeordnet. Milzlymphozyten wurden mit anti-CD8a-FITC markiertem Antikérper und den
jeweiligen MSP-1-Peptid/PE-konjugierten Tetrameren (A2/X) behandelt (Beschriftung iiber den Plots). Als
Kontrolle fiir die Spezifitit der Tetramere ist ein CMV-Tetramer. Die angegebenen Zahlen geben die relative
Zellzahl im jeweiligen oberen rechten Quadranten in Prozent der CD8+ markierten Zellpopulation an. C Gezeigt
sind beispielhafte Experimente fiir eine intrazelluldre IFN-y Anférbung in mit Peptid 291, 674, MVA stimulier-
ten Milzlymphozyten nach einer heterologen Immunisierung. Zellen wurden fiir sechs Stunden mit je 4 pg/ml
Peptid stimuliert. Fiir die Farbung wurden Ak anti-IFNy-APC und anti-CD8a-FITC verwendet.

In einem anschlieBenden zweiten DNA-MVA Immunisierungsexperiment (durchge-
fiihrt von Dr. Miao unserer Arbeitsgruppe) konnte eine signifikante Zahl Tetramer-positiver
T-Zellen fir MSP-1 Epitop 291 nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Diese T-Zellen wa-
ren auch funktionell aktiv, wie iiber die Detektion von intrazellulirem IFN-y nach Stimulie-
rung der T-Zellen mit Peptid 291 nachgewiesen wurde (Abb. 5-24, C). Von Dr. Miao wurden
weitere heterologe Immunisierungsprotokolle mit variierenden Vektorkompositionen auf ihre
Fahigkeit getestet, MSP-1 spezifische T-Zellen zu expandieren. In diesen Versuchen konnte
die Immunodominanz des Epitops 291 im Maussystem bestitigt werden.
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6 Diskussion

Plasmodium falciparum ist der geféhrlichste der humanen Malaria Parasiten. Der Para-
sit hat verschiedene Strategien entwickelt um dem Immunsystem des Wirts zu entgehen, so
daB es in der Natur sehr selten zu einer sterilen Immunitédt beim Menschen kommt. Dennoch
existiert bei Erwachsenen in endemischen Malaria Gebieten eine den Parasiten kontrollieren-
de Immunantwort, die, meist auch, eine niedrige Parasitdmie bewirkt. Fiir die Entwicklung
eines Impfstoffes, auf der Basis eines Parasitenproteins, ist es von grofler Bedeutung immu-
nogene Bereiche des Molekiils zu charakterisieren, welche zu einer schiitzenden Immunant-
wort beitragen.

T-Zellen und B-Zellen erkennen unterschiedliche Bereiche in einem Antigen. Ziel die-
ser Arbeit, war es sowohl die B-Zell induzierte Antikérperantwort als auch die CD8+ T-Zell
vermittelte Immunreaktion gegen MSP-1 zu analysieren und immunogene Bereiche zu defi-
nieren. Von Bedeutung ist nach unserer Auffassung, da3 die dafiir entwickelten experimentel-
len Systeme sich mdglichst an den biologischen Verhiltnissen einer natiirlichen Plasmodium
Infektion orientieren. Fiir die Analyse der Antikdrperantwort gegen MSP-1 wurden daher alle
natiirlichen Prozessierungsuntereinheiten rekombinant hergestellt, um in einem ELISA als
Zielantigen verwendet zu werden. Die CD8+ T-Zellantwort war schwieriger zu untersuchen,
da zundchst MHC Klasse-I priasentierte Antigen-spezifische Epitope gefunden werden miis-
sen. Zum einen wurde eine in silico Vorhersage von potenticllen HLA-A*0201 Epitopen in
MSP-1 durchgefiihrt und die erhaltenen Peptide in einem humanisierten Maussystem auf ihre
Immunogenitét in vivo {iberpriift. Zum anderen konzentrierten wir uns auf die Entwicklung
einer humanen Zelllinie, die iiber die rekombinante Expression von MSP-1, Epitope des Pro-
teins auf der Oberfldche priasentieren sollte. Diese HLA-A*0201 gebundenen Peptide konn-
ten sequenziert werden.

6.1 Nachweis MSP-1 spezifischer Antikérper in menschlichen Seren
gegen MSP-1 Prozessierungsprodukte

IgG Antikorpern wird eine wichtige Rolle bei der Kontrolle einer Infektion mit P. fal-
ciparum zugeschrieben (Cohen et al. 1961; Groux and Gysin 1990). Auch gegen MSP-1 wer-
den wéhrend einer natiirlichen Infektion im Menschen Antikérper von B-Zellen gebildet
(Muller et al. 1991). Fiir die Antikdrperproduktion sind B-Zellen abhédngig von der Stimulie-
rung durch CD4+ Helfer-T-Zellen. Die beiden Kategorien von Immunzellen erkennen unter-
schiedliche Teile von Antigenen. Fiir einen auf MSP-1 basierenden Impfstoff wére es wichtig
T-Helfer-Zellepitope zu charakterisieren und Bereiche zu identifizieren gegen die protektive
wirkende Antikdrper gebildet werden.

In der Vergangenheit hat sich die Forschung hauptsdchlich auf den C-terminalen Teil
von MSP-1 konzentriert. Natiirlich angeeignete menschliche Antikorper gegen p19 wurden in
mehreren Studien, mit einem verringerten Risiko assoziiert, an klinischer Malaria zu erkran-
ken, allerdings nicht in allen (Groux and Gysin 1990; Riley et al. 1992; Dodoo et al. 1999).
Nur wenige Studien bezogen in ihre Untersuchungen auch anderen Teile von MSP-1 ein, ob-
wohl es schon linger Hinweise gibt, dal auch N-terminale Bereiche fiir einen Impfstoff von
Interesse sein konnten (Tolle, Friih et al. 1993; Cavanagh et al. 2001). So, wurde 1996 von
Locher et al ein monoklonaler Antikérper beschrieben, der gegen Block 2 im p83 gerichtet ist
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und das Parasitenwachstum hemmt (Locher et al. 1996). Auch wecken aktuelle Verdffentli-
chungen, die einen Zusammenhang zwischen Block 2 spezifischen Antikérpern in humanen
Seren und Schutz herstellen, neues Interesse am Rest des Molekiils (Conway et al. 2000; Pol-
ley et al. 2003). Wie die natiirliche humorale Immunantwort gegen die physiologisch prozes-
sierten Fragmente p83, p30, p38 und p42 aussieht, war bis vor kurzem wegen der nicht mach-
baren Synthese der Proteine unbekannt. In der vorliegenden Untersuchung sollten daher die
Antikorpertiter gegen p83, p30, p38, p42 Untersuchung genauer analysiert werden.

6.1.1 Immunogenitat der verschiedenen Proteinfragmente

Seren, aus einer Gruppe von Personen eines west-afrikanischen Dorfs in Mali wurden
mittels ELISA mit rekombinant hergestellten MSP-1 Untereinheiten des K1-Prototyps auf
ihren IgG Bestand untersucht. Die Seren wurden am Ende der Trockensaison eingesammelt.
Der gemessene IgG Titer stellt daher die Ausgangssituation, in eine mit hohen Ubertragungs-
raten gekennzeichnete Regensaison dar. In der endemischen Region in Mali wurde eine du-
Berst geringe Haufigkeit von P. falciparum-Parasiten des K1-Typs festgestellt, und aus-
schlieBlich Parasiten des MAD-20 Typs nachgewiesen (s. Abb. 1-4) (Friih, Dissertation
1990). Trotzdem reagierten in allen Altersgruppen Seren stark positiv auf die verwendeten
K1-Proteine. Dies weist auf eine Kreuzreaktion der Antikérper hin und steht im Einklang mit
den Reaktionsmustern, die von Tolle et al. in seiner Studie beschrieben wurden in denen Se-
quenzen des K1-Typs deutlich schlechter als MAD-20 erkannt werden. Es aber auch eine
nachweisbare Keuzreaktion gibt (Tolle, Fruh et al. 1993). Die hiufigsten erkannten K1-
Fragmente waren bei Tolle et al. die in konservierten bzw. dimorphen Bereichen liegenden
,»F2° und ,,F4“ und , F7“ Fragmente. Die Kreuzreaktion der Antikorper deutet darauf hin,
daB es in allen Prozessierungsprodukten konservierte und dimorphe Regionen in MSP-1 gibt,
die immunogen sind und eine Isolat-unspezifische Antikorperantwort auslosen konnen. Ka-
ninchen, die mit verschiedenen rekombinant hergestellten MSP-1(3D7) Fragmenten immuni-
siert wurden, weisen z.B. Antikorper auf, die beide Alleltypen von p42, p83 und p30 erkennen
(Epp, Dissertation 2003). AusschlieBlich das anti-38 Serum war spezifisch fiir die verwendete
Immunisierungs-Version von MSP-1 (Epp, Dissertation 2003). In einer Studie von Nicodem
und Davidson wurden jedoch Antikoérper im Serum von Malaria-infizierten Menschen nach-
gewiesen, die gegen ein pl15 Fragment gerichtet waren, das groftenteils aus dem konservier-
ten Block 12 im p38 besteht (Nikodem and Davidson 2000). Dies zeigt, da3 eine Immunant-
wort gegen den konservierten Bereich von p38 prinzipiell induziert wird. Daher ist eine
Kreuzreaktion der afrikanischen Seren gegen den K1 Alleltyp erkldrbar, wenn sie gegen den
konservierten Bereich von p38 gerichtet ist.

Gegen die C-terminalen Fragmente p42 und p19 war ein klarer altersabhdngiger Auf-
bau der B-Zell vermittelten Immunantwort in Bezug auf die Stirke und Privalenz der Anti-
korperantwort zu erkennen. Bei den andern Proteinen war der Anstieg des AntikOrpertiters
nicht deutlich, da auch bei Kindern zum Teil schon hohe Antikorperspiegel gemessen wur-
den. Bei den Messungen wurden parasitierte Individuen nicht in die Ergebnisse mit einbezo-
gen. Mit zunehmendem Alter glichen sich die Unterschiede im Antikorpertiter bei p42 und
pl9 immer mehr aus.

Zahlreiche immunoepidemiologischen Studien haben einen Anstieg der Malaria-
spezifischen Immunanwort mit dem Alter dokumentiert (Molineaux et al. 1980; Chizzolini et
al. 1988; Shi et al. 1996). Analog dazu konnten wir in der vorliegenden Arbeit gegen die C-
terminalen Fragmente p42F und p19F einen klareren altersabhingigen Aufbau der B-Zell-
vermittelten Immunantwort in Bezug auf die Stirke und Pravalenz der Antikdrperantwort in
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malischen Seren erkennen. Der positiv gewertete Anteil an Seren gegen die Fragmente p42
und p38 war wegen hoher Titer kreuz-reaktiver Antikdrper bei europdischen Kontrollseren
schwierig zu beurteilen. Die Untereinheit p83 wurde im ELISA von fast 100% der Individuen
aller Altersgruppen erkannt. Tendenziell waren auch gegen p30 mit der wachsenden Anzahl
an Malaria Episoden mehr Seren seropositiv, doch der Anstieg war nicht so deutlich wie fiir
die C-terminalen Fragmente von MSP-1.

Die durchschnittlich hochsten Antikorperspiegel wurden mit p83 detektiert. Unter-
stiitzt wird dieses Ergebnis von Tolle et al., der ebenfalls gegen das Fragment M6, das sich im
3D7 p83 befindet, den hdchsten Prozentsatz positiver Seren und hochsten Antikorpertiter fin-
det (Tolle, Fruh et al. 1993). Das Ergebnis steht allerdings im Widerspruch zu Befunden von
Immunisierungsexperimenten in Maus- und Kaninchen von Tian et al und Dr. Epp. Verglei-
che der IgG Titer von immunisierten Tieren gegen einzelne MSP-1 Fragmente zeigen, dal3
p42 immunogener als p83, p30 und auch p38 ist (Tian et al. 1997) (Epp, Dissertation 2003).
Die Fragmente p30, p38 waren in unserer Studie ebenfalls immunogen, bildeten aber unter-
einander keine klare immunogene Reihenfolge aus. Die humane Antikdrperantwort gegen die
C-terminale MSP-1 Fragmente p42 und p19 entwickelte sich zu einer vergleichbaren Starke
und Prévalenz. Diese Ebenbiirtigkeit in der Immunantwort gegen die beiden Fragmente spie-
gelt nicht die tatsdchlichen immunogenen Eigenschaften der Proteine p42 und p19 wieder.
Egan et al. unterteilte die humane Immunantwort gegen p42 in den dimorphen p33 Abschnitt
und p19. Er konnte zeigen, dal die Antikdrperantwort vor allem gegen die variablen Bereiche
im p33 gerichtet und diese weitgehend isolatspezifisch ist, mit einer fast universellen Priva-
lenz. Antikorper gegen pl19 sind hingegen vor allem gegen Disulfid-abhdngige konservierte
Epitope der EGF-Dominen gerichtet, differenzieren nicht zwischen den beiden Allelvarianten
und kommen in weitaus geringerem Mal3e in Seren klinisch immuner Erwachsener vor (Egan
et al. 1997). In Bezug auf p42 und p19 korrelieren unsere Ergebnisse also wahrscheinlich mit
dem vorherrschenden MSP-1-Typ, MAD20 und auch RO-33. Diese P. falciparum Parasiten-
staimme sind in der malischen Region aus der die Seren stammen privalent (Tolle, Fruh et al.
1993). Das im ELISA verwendete p42 entspricht dem K1 Prototyp von MSP-1. Vermutlich
binden deswegen hauptsichlich anti-p19 und wenig anti-p33 Antikorper aus den afrikanischen
Seren an das Protein.

Es ist zu beachten, daB in dieser Analyse der Gesamtspiegel an IgG-Antikorpern gegen
MSP-1 gemessen wurde. Wichtiger als der Gesamttiter kann jedoch das (i) Verhiltnis ver-
schiedener Immunglobulin-Isotypen im Serum und (ii) die Menge an Antikdrpern sein, die
tatsdchlich protektiv wirken. Nach neueren Erkenntnissen scheint ein hoher IgG2 und 1gG3
und ein niedriger IgG4 Titer mit einer Resistenz gegen P. falciparum Malaria assoziiert zu
sein (Aucan et al. 2000). In der Literatur wird generell zwischen protektiven Antikorpern und
nicht-protektiven Antikdrpern gegen MSP-1 unterschieden. Nwuba et al. konnte zeigen, daf3
Antikorper in humanen Seren auch sogenannte blockierende Antikorper enthalten, die die
Bindung eines Prozessierungs-hemmenden und potentiell schiitzenden Antikdrpers gegen p19
blockieren konnten (Nwuba et al. 2002). Jedoch sind solche Ergebnisse im Kontext des jewei-
ligen experimentellen Systems zu sehen und in Bezug auf ihre in vivo Relevanz mit Vorsicht
zu interpretieren. Bouharoun et al. demonstrierte vor einiger Zeit, dall zytophile IgGs die ent-
scheidenden Immunoglobuline sind. Diese miissen mit Monozyten und Makrophagen koope-
rieren, um inhibitorisch auf das Parasitenwachstum zu wirken. Die klinisch effektiven IgGs in
derselben Studie hatten ohne Makrophagen und Monozyten zum Teil sogar einen férdernden
Effekt auf das Parasiten-Wachstum (Bouharoun-Tayoun et al. 1990).
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Zusammenfassend kann man sagen, da3 die Prozessierungsfragmente von MSP-1 im-
munogen sind und hohe Antikorpertiter induzieren, doch kann man aus der bloBBen Quantitét
an Antikorpern keine Korrelationen tiber Schutz gegen Malaria ableiten.

6.2 Charakterisierung von CD8+ T-Zell-Epitopen in MSP-1

6.2.1 Wie und wo werden zytotoxische T-Zellen gegen MSP-1 Peptide akti-
viert?

Da infizierte rote Blutkorperchen keine Antigen-Prozessierungsmaschinerie besitzen,
konnen sie auch keine CD8+ T-Zellen aktivieren. Generell sind wiahrend des Lebenszyklus
von Plasmodium nur Hepatozyten in der Lage, direkt parasitare-Antigene auf MHC Klasse-I
Rezeptoren zu laden und eine zelluldre Immunantwort zu induzieren. Die Frage stellt sich, wie
gut die physiologische Antigen-Prisentation von MSP-1 und anderen Antigenen des Parasiten
im Hepatozyten funktioniert. Bis jetzt wurden meist nur geringe Haufigkeiten von Plasmodi-
um-spezifischen CD8+ T-Lymphozyten in Individuen gemessen, die natiirlichen Malariain-
fektionen ausgesetzt sind (Aidoo et al. 1995; Lalvani et al. 1996). Es gibt mehrere Griinde,
warum in der Natur CD8+ T-Zell-Epitope von leberprisentierten Parasiten-Antigenen zu einer
nur schwachen Effektor-T-Zell Antwort fiihren kdnnten. Eine wahrscheinliche Erklarung hat
mit dem Infektionsort an sich, der Leber, zu tun. Die Leber ist ein Organ, das die Toleranzin-
duktion gegen Antigene fordert. Das anti-inflammatorische Milieu begiinstigt auler dem Ma-
laria Erreger auch die Entwicklung von Hepatitis B und C Viren (Knolle and Gerken 2000).
Zusétzlich hat der Parasit neben den passiven Mechanismen, wie Antigen-Variation, Antigen-
Polymorphismus und die Wahl der befallenen Organe, mehrere aktive T-Zell-Suppressions-
Mechanismen entwickelt. Eine ganz aktuelle Veroffentlichung von Hisaeda et al. zeigt, wie
ein virulenter lethaler Stamm von P. yoelii gezielt regulatorische T-Zellen aktiviert, die CD4+
und CD8+ T-Zellen inhibieren (Hisaeda et al. 2004). Ahnliche Moglichkeiten, die CD8+ T-
Zell Antwort zu modulieren, sind bei P. falciparum bekannt (Urban et al. 1999). Dennoch
findet man im Blut Malaria-exponierter Personen CD8+ T-Zellen, die spezifisch fiir aus-
schlieBlich im Leber-Stadium exprimierte Antigene (z.B. LSA-1) sind. Es scheint also trotz
allem eine zytotoxische T-Zell Antwort durch infizierte Hepatozyten initiiert zu werden.

Alternativ konnte das ,,priming® von CTL-Zellen gegen MSP-1 Epitope auch wéhrend
des Blutstadiums des Parasiten stattfinden. Zirkulierende FreBzellen wie Monozyten und
Makrophagen sind wichtige Abwehrzellen, die mithelfen, Blutstadien von P. falciparum zu
kontrollieren. Makrophagen und Monozyten kdnnen opsonisierte Merozoiten und opsonisierte
rote Blutkorperchen aufnehmen (Schwarzer et al. 1992; Cappadoro et al. 1998). Auch unab-
hingig von Antikorpern wurde die Phagozytose parasitierter Erythrozyten von Makrophagen
beschrieben, vermittelt liber eine spezifische Rezeptor-Ligand Interaktion (McGilvray et al.
2000). Normalerweise gelangen Peptid-Antigene von Pathogenen, die sich innerhalb Antigen-
prasentierender Zellen vermehren, iiber das Zytoplasma ins ER und werden von MHC Klasse
I Molekiilen an die Zelloberfliche transportiert. Dagegen werden Peptide, die sich in endo-
oder phagozytischen Organellen befinden, von MHC Klasse II Molekiilen préisentiert. Pro-
fessionelle Antigen-prasentierende Zellen wie Makrophagen und dendritische Zellen kénnen
diese Regel der Antigen-Présentation jedoch in einem als Kreuz-Prisentation bekannten und
seit kurzem aufgekldrten Mechanismus brechen und exogen aufgenommene Antigene in den
MHC Klasse-I Weg einschleusen (Houde et al. 2003; Roy 2003). Es konnten parasitire Anti-
gene iiber phagozytierte Merozoiten oder auch parasitierte Erythrozyten kreuz-prasentiert
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werden und liber MHC-Klasse 1 zur Aktivierung von CD8+ T-Zellen fithren. Daher ist es
moglich, da3 MSP-1, das aus Erythrozyten oder frei im Blut zirkulierenden Merozoiten

stammt, auf indirektem Weg iiber MHC-Klasse I Molekiilen préasentiert wird.
Eine genaue Charaktersierung dieser T-Zell-spezifischen MSP-1 Epitope ist von Interesse, da der zelluldre Arm
der Immunantort gegen Malariaparasiten einen wichtigen Beitrag zur Abwehr leistet.

6.3 Zwei Strategien zur Identifikation von CTL-Epitopen

Eine unserer Strategien, um CD8+ T-Zellepitope zu identifizieren, basierte auf einer
computergestiitzten Vorhersage potentieller HLA-A*0201 restringierter Epitopen in MSP-1.
Diese Methode CTL-Epitope zu finden wird auch als reverse Immunologie bezeichnet und
hdufig fir die Epitopanalyse von tumor-assoziierten Proteinen angewandt. In mehreren Fallen
fiihrten die vorhergesagten Peptide jedoch zu peptid-spezifischen CTL-Zelllinien, die Tumor-
zellen nicht téten konnten, da die fraglichen Epitope iiber die zellulire Maschinerie in vivo
nicht produziert wurden (Valmori et al. 1997; Zaks and Rosenberg 1998; Ayyoub et al. 2001).
Deswegen ist ein wichtiger Schritt bei der Anwendung der reversen Immunologie, daB3 in vivo
die Immunogenitét der vorhergesagten Peptide bestdtigt wird. Dies geschah in unsererm Fall
iiber die Verwendung von transgenen Mausen (HHD-2 Méuse) die nur HLA-A*0201 restrin-
gierte CD8+ T-Zellen haben. Uber die Analyse von MSP-1 immunisierten HHD-2 Miusen
konnten wir untersuchen welche vorhergesagten Epitope immunogen sind.

Eine Einschrinkung bei der oben beschriebenen Vorgehensweise ist die mangelnde
Beriicksichtigung von anderen Parametern bei der Selektion von Epitopen auller der HLA-
Affinitdt. Es gibt zwar Algorithmen fiir die Vorhersage der proteasomalen Degradierung eines
Antigens, doch die Verldsslichkeit liegt bei ungefdhr 60% (Tenzer et al. 2004). Viele Fakto-
ren, die die Epitopselektion bestimmen sind noch nicht gentigend erforscht. Das zeigt auch die
Arbeit Hanadas et al., der {iber die Entdeckung von Protein splicing in humanen Nieren-
Karzinom-Zellen und daraus resultierenden ,,Patchwork-Epitopen die Anzahl an mdglichen
prasentierten Epitopen noch erweitert (Hanada et al. 2004). Daher war es uns wichtig, MSP-1
in humanen HLA-A*0201+ Zellen zu exprimieren. Die auf den transgenen Zelllinien prisen-
tierten HLA-A2/Antigen Komplexe, sollten auf ihren MSP-1 Epitopbestand analysiert wer-
den. Diese komplexe Analyse von MSP-1 Epitopen kann direkt zwei wichtige Informationen
liefern: 1) Sequenzen von HLA-A*0201 Epitopen von MSP-1 ii) dal3, diese Epitope von
menschlichen Zellen tatsdchlich aus dem Protein prozessiert und présentiert werden. Dies
wire ein starkes Indiz flir die biologische Relevanz eines Epitops.

Uber die beiden gewihlten experimentellen Ansatzpunkte zur Charakterisierung bio-
logisch relevanter MSP-1 Killer-T-Zell Epitope konnten zwei Epitope, Peptid 291 und Peptid
674, als immunodominant identifiziert werden.

6.3.1 Zellinien: Identifiziertes CD8+ T-Zell Epitop MSP-1

Regulationspotential der rtTA-Zellinien

Eine starke Expression von Fremd-Proteinen kann fiir Zellen toxisch sein, so daf} wir
uns fiir eine Tetrazyklin-regulierbare Expression von MSP-1 entschieden. Unsere Strategie
MSP-1 Tetrazyklin reguliert zu exprimieren wurde in zwei Schritten umgesetzt. Im ersten
Schritt wurde das Gen fiir den reversen Transaktivator stabil ins Genom der HeLa A2Db Zell-
linie integriert. Die stabile Integration des rtTA in einen chromosomalen Lokus erfolgte hier-
bei zufallig. Die physiologische Selektion fiihrte zu Linien, die in nicht-toxischen Konzentra-
tionen reversen Transaktivator konstitutiv produzierten. Da die chromosomale Umgebung
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Folgen fiir die transkriptionelle Aktivitit einer Expressionskassette hat, exprimierten die Klo-
ne variierende Konzentrationen von rtTA. Die Aktivierbarkeit der Pi-Promotor regulierten
MSP-1 Expressionseinheit ist auch abhéngig von der Menge an rtTA in der Zelle. Aufgrund-
dessen suchten wir eine Zelllinie, die ausreichend rtTA enthélt um eine moglichst effektive
MSP-1 Expression zu induzieren. In transienten Experimenten wurde die Luziferaseaktivitdt
analysiert. Die hohe Kopienzahl intrazelluldrer Plasmide in transienten Experimenten fiihrt zu
einer Basalaktivitit, die generell hoch ist, verglichen mit einzelnen iiber Py gesteuerten
Transkriptionseinheiten, die stabil in das Genom eingebaut sind. Fiir unsere Zwecke wurde
daher das Augenmerk vorallem auf eine hohe induzierbare Maximalaktivitdt gerichtet. Der
absolute Expressionslevel von Klon 1 war hoch. In der Abwesenheit von Dox betrug die Ba-
salaktivitit 0,2% der Luziferase Aktivitit des induzierten Zustands. Ein Regulationsfaktor von
500 in transienten Experimenten war indikativ fiir ein gutes Resgulationspotential der HRM-
10 Zelllinie.

Analyse der HRM-10 prasentierten MSP-1 Epitope

In dieser Arbeit wurde die p83/30D exprimiernde Zelllinie HRM-10 auf prisentierte
HLA-A*0201 restringierte Epitope untersucht. Es wurden noch zwei andere analoge Zellli-
nien etabliert, die das Gesamtlinge MSP-1D und den C-terminal von p30 liegenden Teil von
MSP-1D (p38/42D), exprimieren. Die Epitopanalyse von diesen beiden Zelllinien steht noch
aus.

Die MSP-1 Epitopanalyse der HRM-10/d-83/30 Zelllinie erfolgte mit einer Methode,
die zwischen den massenspektrometrischen Profilen der vorhergesagten Peptiden und Profilen
von Peptidfraktionen der Zelllinie vergleicht und gemeinsame Peaks sucht. Dies erleichterte
die Identifikation von den interessierenden MSP-1 Peptiden in der groBen Masse von irrele-
vanten doch ebenfalls prisentierten Peptiden enorm. Jedoch hat die Methode den Nachteil,
daB nur Epitope erkannt werden, die bei den vorhergesagten Peptiden dabei sind. In unserem
Fall waren das alle vorhergesagten Peptide mit einem Bindungswert von mindestens 26. Auf-
grund der induzierbaren Expression von p83/30D in der Zelllinie gibt es jedoch zusétzlich die
Moglichkeit eine MSP-1 Epitopanalyse unabhingig der vorhergesagten Peptide durchzufiih-
ren und dabei moglicherweise auch niedriger affine Epitope zu finden. Man kdnnte priasentier-
te Peptidfraktionen von Dox-induzierten versus nicht-Dox induzierten Zellen vergleichen um
iiber differierende Peptid-Peaks MSP-1 relevante Epitope zu identifizieren.
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6.3.2 Peptid-Vorhersage: Identifizierte CD8+ T-Zell Epitope in MSP-1

Im ELISpot identifizierte Epitope und Tetramer Herstellung

Unser ELISpot Assay identifizierte eindeutig Peptid 291 als potentielles Kandidatene-
pitop. ELISpot Experimente unseres Kooperationspartners Dr. Pascolo und Dr. Jean-Philippe
Carralot (Institut fiir Zellbiologie, Universitit Tiibingen) bestdtigten dieses Ergebnis und cha-
rakterisierten zusitzliche drei Peptide als Kandidatenepitope. Die Liste aus urspriinglich 28
berechneten immunogenen Epitopen konnte so auf vier interessante Peptide eingegrenzt wer-
den. In den folgenden Experimenten konzentrierten wir uns auf diese Peptide und stellten re-
kombinante HLA-A*0201-Peptid Komplexe her, die tetramerisiert wurden (Tetramere). Mit
dem Einzigen in einem konservierten Bereich von MSP-1 liegenden Peptid 182 konnten wir
keine stabilen Komplexe herstellen. Wie man im Ergebnisteil (Abb. 5-21) sieht, war in der
eluierten Komplex-Fraktion nach dem Auftrag auf das PAA-Gel keine schwere Kette mehr zu
sehen. Wahrscheinlich zerfdllt der Komplex nach und nach in seine Einzelteile, worauf die
schwere Kette prazipitiert. Es ist anzunehmen, dal die ineffiziente Bildung des MHC-
Komplexes mit der relativ niedrigen MHC-Affinitét von Peptid 182 (Bindungswert = 26) zu-
sammenhéngt. Eine Korrelation zwischen der MHC-Bindungsaffinitdt und der Stabilitdt von
MHC/Peptid Komplexen fiir Klasse I Epitope wurde in mehreren Studien belegt (Sette et al.
1994; van der Burg et al. 1996). Um dennoch mit diesem niedrig-affinen Epitop spezifische
CTLs in immunisierten Mausen messen zu konnen, verdnderte Dr. Miao die Peptidsequenz
von 182, ohne dessen Antigen-Spezifitit zu beeinflussen. Das ist nach Tourdot et al. moglich,
indem man an der ersten Position (P1) die entsprechende Aminosédure durch Tyrosin substitu-
iert (Tourdot, Scardino et al. 2000). Der Bindungswert des Epitops wurde dadurch auf 29 er-
hoht und stabile Komplexe konnten sich falten. Als zweite Moglichkeit fiihrte eine Verkiir-
zung des zehn AS langen Peptids auf ein Nonamer zu einer vorhergesagten Steigerung des
Bindungswertes auf 28. Auch mit diesem Peptid wurden erfolgreich Tetramere hergestellt.
Doch das daraus resultierende kiirzere Peptid war schon als Peptid ,,183* in der Liste der vor-
ausgesagten Peptide (Tab. 5-1) und wurde in insgesamt vier ELISpot Experimenten nicht als
immunogenes Epitop identifiziert. Daraus kann man schluf3folgern, daf die Kiirzung des Pep-
tids die immunogenen Eigenschaften verdndert. In Immunisierungsexperimenten ist deswegen
eine Detektion von Epitop-182 spezifischen CTLs mit dem Tetramer-182y und nicht mit
Tetramer 182-9 vorzuziehen.

Quantitative CTL Antwort auf MSP-1 Peptide in verschiedenen Immunisie-
rungs-Protokollen in HHD-2 Mausen

HLA-A*0201-transgene HHD-2 Méause wurden mit MSP-1 immunisiert, um immuno-
gene Epitope zu charakterisieren. Dabei wurden verschiedene Immunisierungsstrategien mit
dem Ziel ausgetestet, eine moglichst starke und breite Expansion von MSP-1 spezifischen
CD8+ T-Zellen zu erhalten. Wir flihrten Immunisierungen mit rekombinantem MSP-1 expri-
mierendem Modified-Vacciniavirus-Ankara (MVA) alleine sowie heterologen prime-boost
Protokolle mit rekombinantem MSP-1 exprimierendem MVA und Plasmid-DNA durch. Mein
Kollege Dr. Miao variierte die Immunisierungs-Protokolle mit verschiedenen Vektoren wei-
ter.

Bei einer einmaligen Immunisierung mit MSP-1-MVA waren die CD8+ T-Zell Hiu-
figkeiten fiir Peptid 291- und MV A mit maximal 0,2 bzw. 0,7 % bezogen auf die CD8+ Lym-
phozytenpopulation gering, und lagen wenig liber dem Detektionslimit der Tetrameranfir-
bung. Diese liegt bei ungefdhr 0,01% der peripheren Lymphozyten. Vergleicht man bei unter-
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schiedlichen Vakzinierungen die Expansion der CD8+ T-Zell-Populationen, wird deutlich,
daB heterologe prime-boost Protokolle die CD8+ Immunantwort stirker stimulierten. Die
CD8+ T-Zellpopulation der Milzen expandierte bei Einfachimmunisierungen mit MSP-1-
MVA von 3-4 % auf 8-9%, wihrend das oben beschriebene prime-boost Protokoll eine Ex-
pansion auf 10-13 % zur Folge hatte. Fiir die Detektion von MSP-1-Epitopspezifische T-
Zellen bedeutete das eine 10-fach-50-fach hohere CD8+ T-Zell-Zahl. Fiir das MSP-1 Epitop
291 wurden spezifische T-Zellen von 4,4 % der CD8+ Lymphozyten gemessen.

In den Experimenten fiel die Immunantwort gegen MSP-1 bei den Mausen oft sehr he-
terogen aus. Die Hierarchie der Epitope war nicht immer konstant. Individuelle Unterschiede
in der T-Zell Reaktion bei Midusen ist jedoch weit verbreitet. Obwohl auch in einzelnen Mau-
sen gegen andere Epitope, wie 182, 674, 374 und 437 spezifische T-Zellen detektiert werden
konnten, war ihre Héaufigkeit bis auf das im Ergebnis-Teil gezeigte DNA-MVA Immunisie-
rungsexperiment immer niedriger als fiir Peptid 291. Eine Hierarchie der Immunodominanz
konnte wegen der flachen CTL Immunantwort zwischen diesen Epitopen nicht herausgearbei-
tet werden. Sehr deutlich wurde im Laufe der Experimente jedoch die immunodominante Rol-
le von Epitop 291. In immunisierten Mdusen konnte in fast allen Vakzinierungsexperimenten
eine signifikante Anzahl Epitop-291-spezifischer T-Zellen gemessen werden.

IFN-y Produktion bei Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen

Als die funktionelle Aktivitdt der Peptid-spezifischen CTLs verglichen wurde, besté-
tigte sich die liber Tetramer-Farbung gefundene Epitop-Hierarchie. Um die IFN-y Produktion
zu messen, wurde ein FACS-basierter Assay verwendet. Diese Methode ist weniger sensitiv
als der ELISpot Assay. Das erklért, warum im Gegensatz zu den ELISpot Resultaten in den
prime-boost Experimenten (DNA-MVA), auler der positiv Kontrolle (Peptid MVA) aus-
schlieBlich noch Peptid 291 CD8+ T-Zellen zu einer im FACS-Gerdt messbaren IFN-y-
Synthese stimulierte. Die anderen vier getesteten MSP-1 Peptide induzierten méglicherweise
ebenfalls eine IFN-y Produktion in den T-Zellen, doch wegen der mangelnden Sensitivitét des
Assays konnten geringere Konzentrationen des Zytokins nicht detektiert werden.

Tetramer Anfarbung mit HLA-A*0201(A2)-Tetrameren

Wir nutzten routinemafig A*0201-Tetramere, um CD8+ T-Zellen in transgenen HHD-
2 Madusen zu charakterisieren. Im Verlauf der Arbeit wurde bekannt, da3 A2-Tetramere mog-
licherweise ineffizient fiir die Detektion niedrig-affiner CTLs in A2-transgenen Méusen sein
konnten (Hernandez et al. 2000). Der Grund hierfiir wurde in der Tatsache gesucht, dall Maus-
CDS8 Rezeptoren nicht an humane A2-Molekiile binden koénnen. Der CD8 Ko-Rezeptor
beeinflult aber die Assoziation des T-Zell-Rezeptors an die Klasse I Molekiile (Daniels and
Jameson 2000). Um dieses Problem zu l6sen kann z.B. eine Doméne des humanen A2-
Molekiils durch die analoge Doméne des Maus Kb ersetzt werden, so da3 der murine CDS-
Rezeptor seine natiirliche Bindestelle vorfindet (Choi et al. 2002). Die chiméren Tetramere
werden A2Kb-Tetramere genannt. Ein Vergleich der chimédren mit herkdmmlichen A2-
Tetrameren hinsichtlich der Fahigkeit in immunisierten HHD-2 Maiusen spezifische CTLs
anzufdrben, zeigte die verbesserte Sensitivitit der chimédren Molekiile (Palmowski et al.
2002). Der Unterschied im Farbeverhalten fillt vor allem bei der Detektion einer Immunant-
wort gegen schwach immunogene Epitope ins Gewicht.

Es ist bekannt, dafl T-Zellen mit einer hohen funktionellen Aviditit sehr effizient vira-
le und Tumor Antigene erkennen und besser als niedriger affine T-Zellen virale Infektionen
und Tumorwachstum bremsen konnen (Speiser et al. 1992; Zeh et al. 1999; Dutoit et al.
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2001). Die Detektion gerade dieser Population von CTLs kann also ein gutes MaB fiir die
Wirksamkeit einer Immunisierung sein. A*0201-Tetramere in HHD-2 Maéusen erkennen
CTLs mit niedriger Affinitdt nur mangelhaft. Unter diesem Gesichtspunkt betrachtet, unter-
schieden wir mit den A*0201-Tetrameren in HHD-2 Mausen hoch-affine von niedrig-affinen
T-Zellen. Vermutlicherweise detektierten wir daher insgesamt weniger Epitop-spezifische T-
Zellen, als eigentlich in den immunisierten Mausen vorhanden waren und identifizierten nur
die hoch-affinen T-Zellen. Durch die stringenteren Messbedingungen wurden Unterschiede
im immunogenen Potential der Epitope besonders deutlich. Nur das immunogenste Epitop
291 induzierte mehrmals signifikante Populationen von spezifischen T-Zellen. Ahnliche Er-
gebnisse werden auch in der Studie von Choi gezeigt. ,,CD8-null-Tetramere® identifizierten
selektiv hoch-affine CTLs, die das Antigen schon in physiologischen Konzentrationen er-
kannten (Choi, Palmowski et al. 2002). In unserem Beispiel waren 291 spezifischen T-Zellen
auch funktionell sehr aktive T-Zellen, wie iiber die IFN-y-Farbung demonstriert wurde.

6.3.3 Unterschiede in der Epitop-Hierarchie bei immunisierten HHD-2 Mausen
und malariaexponierten Menschen

Von den 27 im ELIspot-Assay getesteten Peptiden, die nach der in-silico Vorhersage
mit hoher und mittlerer Affinitit an HLA-A*0201 binden, konnten wir in immunisierten
Maéusen nur fiir 4 Peptide spezifische CD8+ T-Zell-Reaktionen nachweisen. Eines der vorher-
gesagt hoch-affinen Peptide, Peptid 674, wurde in MSP-1 exprimierenden HelLa Zellen phy-
siologisch an HLA-A*0201 gebunden und auf der Zelloberfliche prisentiert. Zudem weisen
unsere vorldufigen Ergebnisse darauf hin, da} dieses Epitop bei natiirlichen P. falciparum
Infektionen von allen getesteten MSP-1 Epitopen die dominanteste CD8+-Immunantwort in-
duziert (s. unteren Abschnitt). Diese Immunodominanz konnte in immunisierten HHD-2 Mau-
sen nicht reproduziert werden. Die Hierarchie war hier eindeutig zugunsten des Epitops 291
verschoben. Das HHD-2 Maus-System ist zwar ein sehr niitzliches Modell, um praklinische
Impfstoffe zu testen, die entwickelt werden, um HLA-A*0201 spezifische CTL Antworten
im Menschen zu induzieren. Es gibt aber Faktoren, die dazu beitragen, dal HHD-2 Maiuse auf
bestimmte Epitope gar nicht oder sehr variabel reagieren. Das kann theoretisch {iber ein be-
grenztes und variables TCR-Repertoire erklart werden (Wentworth et al. 1996) oder an Unter-
schieden der murinen und humanen Antigen-Prozessierungs- und Prisentationsmaschinerie
liegen. Im Vergleich zu Méusen mit murinem MHC-I Repertoire haben HHD-2 Méuse eine
kleinere CTL-Populationen, was dazu fiihren kann, da3 gegen Epitope die Auswahl an pas-
senden T-Zell-Rezeptoren geringer ist (Mateo et al. 1999). Allerdings scheint das in unserem
Fall nicht das Hauptproblem zu sein, da prinzipiell CD8+ T-Zellen gegen Epitop 674 gemes-
sen wurden.

Eine weitere Moglichkeit, warum in HHD-2 Maiusen eine abweichende Epitop-
Hierarchie detektiert wurde, ist eine Spezies-spezifische Bildung von Peptid-Epitopen, die
Peptid 674 als Produkt ausschliesst. Fiir das HHD-2 Mausmodell wird grundsétzlich erst ein-
mal vorrausgesetzt, dal die Antigen-Prasentation zwischen konserviert ist, einschlieSlich der
physiologischen Peptid Bildung und Selektion tiber humane MHC I Molekiile in murinen
Antigen-prasentierenden Zellen. In vielen Féllen stimmt dies auch. Aber es gibt Ausnahmen,
wie eine Studie von Street et al. am Beispiel des E7 Onkoproteins demonstriert. Wéhrend
HLA-A*0201+ Menschen E7 CTL Epitope aus dem Gesamtprotein prozessieren konnten,
waren die transgenen Mause dazu nicht in der Lage (Street Immunology 2002). Die Frage
stellt sich, warum HLA-A*0201 transgene Mause manche Proteine nicht so prozessieren kon-
nen, daf3 die Epitop-Bildung mit humanen HLA-A*0201 Tragern iibereinstimmt. Es gibt viele
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Ebenen bei Prisentierungsprozessen, in denen eine Stérung dazu fiihren kann, daf3 einige Epi-
tope nicht priasentiert werden. Dazu gehort zum Beispiel der Verdau des Proteins durch Endo-
peptidasen und die Translokation und Insertion der Peptid-beladenen Klasse I Molekiile in die
Zellmembran. Es kann auch wéhrend des Transports des Peptids iiber TAP in das ER-Lumen
zu einer selektiven Storung kommen. Murine TAP Proteine scheinen selektiver als die huma-
nen Aquivalente zu sein (Momburg et al. 1994). Ein kritischer Punkt in der Bildung von Pep-
tid/ MHC Komplexen ist auch das ER—Protein Tapasin, das fiir die Stabilisierung des Kom-
plexes zustdndig ist und auch direkten Einfluss auf die Peptid-Beladung hat (Lehner et al.
1998; Peh et al. 2000). Alternativ kdnnen in den humanisierten Mausen die multiplen moleku-
lare Interaktionen suboptimal sein, die fiir die Assoziation von leere Klasse I/ leichte Kette
Komplexe mit Calnexin, Calretikulin und ER-60 Chaperonen notwendig sind (Degen et al.
1992; Lindquist et al. 1998).

Interessant ist auch die Vorstellung, dafl die Position eines Epitops innerhalb des gefal-
teten Gesamtkonstrukts die Prozessierugsetfizienz beinflusst. Flankierende Regionen und der
spezielle molekulare Kontext eines Epitops kdnnen in einigen Fillen die Immunogenitdt ver-
andern (Del Val et al. 1991; Bergmann et al. 1994; Ishioka et al. 1999). In unseren Experi-
menten wurden HHD-2 Maéuse alle mit MVA-Viren immunisiert, die das ganze MSP-1D
exprimieren. Die konstruierte HRM-10/d-83/30 hingegen exprimierte nur die N-terminale
Hilfte p83/30D von MSP-1D. In malaria-infizierten Individuen befindet sich innerhalb der
infizierten Hepatozyten ebenfalls auBler unprozessiertem MSP-1 (p190) auch der Protein-
Komplex aus vier proteolytisch erhaltenen Untereinheiten p83, p30, p38 und p42. Kauth et al.
zeigt in seiner Untersuchung der strukurellen Eigenschaften von MSP-1, daf3 der Komplex in
vitro aus seinen einzelnen Untereinheiten reassembliert werden kann, aber auch aus den bei-
den Hilften p83/30 und p42/38 (Kauth et al. 2003). Dies impliziert, dall p83/30 bereits struk-
turelle Eigenschaften des rekonstituierten Komplexes aufweist und konnte erkldren, warum
Peptid 674 von der konstruierten HLA-Zellinie und wéhrend einer natiirlichen Malaria-
Immunantwort prasentiert wird, bei einer Immunisierung von HHD-2 Miusen mit dem volle-
lange MSP-1 aber nicht zu einer Bildung von spezifischen T-Zellen fiihrt.

6.3.4 Epitop-Lokalisation und Implikationen fur die Impfstoffentwicklung

Die Entwicklung eines Impfstoffs, der auf eine immunogene Wirkung von CTL-Epitop
Sequenzen abzielt, muss zwei problematische Aspekte beriicksichtigen. Zum einen unter-
scheidet sich beim Menschen der HLA-Phénotyp stark zwischen einzelnen Individuen Damit
unterscheiden sich aber auch die Anforderungen an Peptid-Motive, die fiir eine Bindung an
jeweilige HLA-Alleltypen notwendig sind. Dies bedeutet, dal Individuen je nach HLA-Status
der CD8+ T-Zellen ein unterschiedliches Repertoire an Peptiden prédsentieren. Theoretisch
miissen daher CTL Epitope in einem Impfstoff individuell auf den HLA-Typ der zu impfen-
den Menschen zugeschnitten sein. Zudem miissten fiir unterschiedliche HLA-Allotypen indi-
viduelle immunogene Epitope gefunden werden. Zwei Punkte kdnnten diese Probleme schma-
lern:

- Es wurde gezeigt, dall es viele HLA-Allele gibt (sogenannte HLA-Supertypen), deren Pep-
tid-Bindungs-Spezifititen sich iiberlappen,. Del Guercio et al demonstrierte, dal} es fiir HLA-
A2 Peptide Motive gibt, die an HLA-A*0201, *0202, *0205, *0206, *6802 und *6901 binden
konnen (del Guercio et al. 1995). Auch fiir den HLA-A3 und HLA-B7-Supertyp sind Peptid-
motive publiziert, die in dem jeweiligen Supertyp konserviert sind (Sidney et al. 1996; Sidney
et al. 1996). Jeder der drei Supertyp-Allele ist in den meisten Bevolkerungsgruppen zu 40-
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60% vertreten. Dies impliziert, dal man immunogene CD8+ T-Zellepitope definieren kann,
die fiir eine grof3e Population relevant sind und schiitzend wirken kdnnen.

- Der zweite Punkt hdngt mit der Frage zusammen, ob andere potentiell HLA-bindende Pepti-
de die aus homologen Regionen der MSP-1 Kandidaten-Peptiden stammen ebenfalls bevor-
zugt T-Zell Epitope konstituieren kdnnen. Es gibt schon ldnger Beispiele in der Literatur, daf3
sich Epitope in Regionen hoher Immunogenitit hdufen (Culmann et al. 1991). Dieses Phéno-
men wird ,,Epitop-clustering* genannt. Unabhéngig von einer variablen Expression der HLA-
Klasse 1 Allele fand Goulder et al. bei 81 HIV-infizierten Individuen, dominante Epitop-
spezifische CTL Reaktionen, die gegen einige hoch immunogene Regionen im Protein Gag
gerichtet waren (Goulder et al. 2000). Auch im Fall der Tumor-Antigene MAGE-1 und
MAGE-3 koénnen zwei homologe, aber nicht identische Peptide als HLA-A1-spezifische Epi-
tope voneinander unabhdngige CTL-Populationen aktivieren (Romero et al. 1995). Unsere
Daten zeigen nun, dal} in der ndheren Umgebung des Epitop 291 zwei weitere immunogene
Peptide liegen (374, 437). Es sieht daher so aus, dal3 sich auch bei MSP-1 in einer spezifi-
schen Region immunogene Epitope hdufen.

MSP-1 enthélt auch Regionen, die zwischen verschiedenen P. falciparum-Stimmen
nicht konserviert sind. Daher wire es wiinschenswert, ein Epitop zu finden, das unabhingig
vom infizierenden Parasitenstamm schiitzend wirkt. Ein solches Epitop miifite in einem Se-
quenzbereich von MSP-1 liegen, in dem die antigenen Eigenschaften des in diesem Fall HLA-
A*0201 restringierten Epitops konserviert sind. Dies bedeutet nicht, dal die Peptidsequenz
identisch sein muf3. Zu Peptid 674 homologe MSP-1-Peptide aus anderen Parasitenstimmen
unterscheiden sich nur in der vierten und sechsten Position der AS-Sequenz ,,KLKEFIPKV*
(AS Nr. 674, Block 7, MSP-1(3D7)). Fiir homologe Peptide von Epitop 291 sind zwei Ami-
nosduresubstitutionen in Position vier und sieben bekannt (Miller et al. 1993). Peptid 437 liegt
zwar in einer méfBig konservierten Region, doch es gibt nur ein alternatives homologes Peptid,
das an Position zwei Isoleuzin mit Leucin substituiert. Dagegen sind in der AS-Sequenz des
K1- im Vergleich zu 3D7-Prototyps fiir das Peptid 374 fast alle Aminosduren ausgetauscht.
Auch fiir das sich in einer konservierten Region befindende Peptid 182 gibt es zwei homologe
nicht-identische Peptide. Nach einer in silico Analyse in SYFPEITHI haben homologe Pepti-
de von Peptid 674 einen Bindungsscore von 24. Der Score der homologen Peptide von 291
und 437 ist mit einer errechneten Bindungsstirke von 30 (291) und 29 (437) sogar hoher als
fiir die hier analysierten Peptide des 3D7 Stammes. Bei Epitop 374 ist es eher unwahrschein-
lich, daf} das homologe Peptid mit einem Bindungskoeffizient von 15 ein natiirliches Epitop
fiir HLA-A*0201 sein kann. Von den zwei Varianten des Epitops 182 erhoht eine den Bin-
dungswert auf 29 (Stamm Ghana-NF7), die andere senkt ihn auf 20. Ein GroBteil der Kandi-
datenepitope konnte theoretisch auch in anderen Parsitenstimmen auf A2-Komplexe geladen
werden. Zusammenfassend, bedeutet dies, dal3 die Peptide 674, 291 und 437 moglicherweise
auch bei einer Infektion mit dem heterologen Parasitenstamm K1 {iber HLA-A*0201 prisen-
tiert werden und CD8+ T-Zellen aktivieren kénnen.

Validierung der biologischen Relevanz von Epitop 674 und Epitop-Hierarchie in
Malaria-exponierten Menschen

In einem ersten Experiment wurde von Dr. Miao mittels A*0201-Tetrameren unter-
sucht, ob es in HLA-A*0+ 201 Individuen aus einem malaria endemischen Gebiet aus Burki-
na Faso, CD8+ T-Zellen gibt, die spezifisch fiir die untersuchten MSP-1 Epitope sind. Die
Ergebnisse sind als hoch-indikativ einzustufen, miissen aber in weiteren Experimenten besta-
tigt werden. Alle untersuchten Individuen hatten MSP-1 spezifische CD8+ T-Zellen, gegen
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mindestens eines der fiinf untersuchten Epitope. In elf analysierten peripheren Blutproben,
konnte man ein Hierarchie-Muster erkennen. Das in den Individuen am haufigsten erkannte
Epitop, das die grofiten T-Zell-Populationen markierte war Epitop 674 (s Diskussion unten).
Zusitzlich war auch Kandidatenepitop 291 das Ziel einer dominanten CD8+ T-Zell Antwort.
Auch fiir die anderen Epitope 374, 437, 182 wurden einige spezifische CD8+ T-Zellen in den
Proben identifiziert. Funktionelle Analysen Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen aus diesen
Proben wurden noch nicht vorgenommen.

6.4 Ausblick

6.4.1 Experimentelle Moglichkeiten mit den Kandidatenepitopen

Diagnostik

Die ersten Versuche, MSP-1 spezifische CD8+ T-Zellen in PBMCs von malaria-
exponierten Individuen mittels Tetramer-Farbung zu messen, waren sehr ermutigend. Es
scheinen gegen alle fiinf getesteten MSP-1 Peptide spezifische CD8+ T-Zellen im peripheren
Blut zu existieren. Unabhéngig davon, ob die Epitop-spezifischen CD8+ T-Zellen eine schiit-
zende Wirkung haben, eignet sich dieser Ansatz hervorragend zur Analyse der zelluldren
CD8+ Immunantwort gegen einen MSP-1 basierten Impfstoff. Hierbei konnte zu unterschied-
lichen Zeitpunkten des Impfprotokolls Blut der Probanden entnommen und Gesamtblut direkt
fiir die Tetramer-Farbung verwendet werden, ohne dal eine Zellkultur angelegt werden muss.
Die verhiltnisméBig einfach durchzufiihrende Tetramer-Anfarbung ist daher auch besonders
fiir ,,Feld-Bedingungen® in Afrika geeignet.

6.4.2 Epidemiologische Studien

Es entstehen nach unseren jetzigen Erkenntnissen bei einer P. falciparum Infektion
CD8+ T-Zellen, die spezifisch unsere Kandidatenepitope von MSP-1 erkennen. Eine beson-
ders interessante weitergehende Fragestellung ist, ob MSP-1 spezifische CD8+ T-Zellen wih-
rend einer Malaria Infektion eine schiitzende Wirkung entfalten, und ob der Aufbau einer
CD8+ T-Zell Antwort altersabhédngig verlduft. In endemischen Gebieten kann in longitudina-
len Studien auch untersucht werden, wie sich die Starke und die Hierarchie der Immunogeni-
tat einer CD8+ T-Zell-Antwort entwickelt. Solche Studien kdnnen einen wichtigen Beitrag fiir
die rationale Impfstoffentwicklung leisten.

6.4.3 Funktionelle Aktivitat und Phanotyp der CD8+ T-Zellen

In zukiinftigen Experimenten sollen MSP-1 spezifische CD8+ T-Zellen genauer cha-
rakterisiert werden. P. falciparum-Parasiten haben Mechanismen entwickelt, um einer T-Zell
Immunantwort zu entkommen. So wird z.B. die Reifung von dendritischen Zellen gestort.
Malariapatienten zeigen eine reduzierte Immunreaktion nicht nur gegen den Malariaparasit
sondern auch gegeniiber Antigenen anderer Erreger (Ho et al. 1988; Urban, Ferguson et al.
1999). Die Leber ist ein Organ, das Toleranz-induzierend wirkt und moglicherweise die Dif-
ferenzierung von naiven T-Zellen zu Effektor-T-Zellen unterdriickt (Knolle and Gerken
2000). Auf Grund dessen ist nach heutigem Wissenstand nicht einzuschétzen, wie aktiv die
detektierten Epitop-spezifischen CD8+-T-Zellen sind.

In normalen Individuen gibt es sehr heterogene Populationen von CD8+ T-Zellen, die
sich in ihren funktionellen und phinotypischen Eigenschaften unterscheiden. Fiir Impfstoft-
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studien ist vor allem die Detektion von Gedéchtnis T-Zellen von Interesse, da diese Gruppe
eine schnelle und effektive Reaktion auf den Kontakt mit dem entsprechenden Antigen zeigt.
Die Analyse von Zell-Oberflichenmolekiilen auf MSP1-spezifischen T-Zellen kann helfen,
CD8+ T-Zellen als Gedachtnis- oder naive T-Zellen zu klassifizieren (van Lier et al. 2003)
und dementsprechend die Impfstoffstrategie zu modifizieren.

Nach Stimulation mit dem entsprechenden MSP-1 Peptid soll untersucht werden, ob
Epitop-spezifische T-Zellen IFN-y bilden konnen, da dieses Zytokin nach Aktivierung ausge-
schiittet wird. Das Zytokin IFN-y kann nach einer kurzen Kultivierung der T-Zellen intrazel-
luldr mittels FACS-Analyse gemessen werden. Eine Messung der Aktivitit spezifischer T-
Zellen ist auch mit ELISpot-Assays in hoher Spezifitit moglich. In einer aktuellen Veroffent-
lichung wurde die IFN-y Antwort gegen CD4+ T-Zell Epitope des Sporozoitenproteins CSP
mittels ELISpot-Assays untersucht, sowohl ex vivo als auch nach zwei wochiger Kultivierung
der Lymphozyten. Dabei zeigte sich, daB3 das schiitzende Potential dieser Peptide nur nach
langerer Zellkulturperiode vor der IFN-y Messung identifiziert werden konnte. Nur dadurch
wurde die Reaktion einer speziellen Gruppe von Gedéchtnis-T-Zellen eingefangen (Reece et
al. 2004). Die in vivo Situation einer CTL-Antwort gegen MSP-1 kann so zukiinftig mit ver-
schiedenen funktionellen Assays besser reflektiert werden.

6.5 MSP-1 und Impfstoffdesign

Die Entwicklung eines Blut-Stadium Impfstoffes gegen P. falciparum fokussiert be-
sonders auf Merozoiten Oberflachenantigene. Ein favorisierter Impfstoftkandidat ist MSP-1.
Das Hauptziel eines Impfstoffes gegen die Blutstadien von P. falciparum ist die Linderung
der Krankheits-Symptome und nicht primér die Erzeugung einer sterilen Immunitét.

Im Augenblick gibt es viele Hinweise, da3 die Antikorper-Antwort gegen Merozoiten-
MSP-1 zur natiirlich angeeigneten Immunantwort beitrdgt. Ein effektiver Blutstadiums-
Impfstoff gegen MSP-1 muB3 hohe Antikorper Titer induzieren. Der humorale Teil des Im-
munsystems kann iiber eine rekombinante Protein-Vakzine effektiv stimuliert werden. In der
Literatur werden verschiedene Untereinheiten des Proteins mit Schutz und Immunogenitit
assoziiert, so dafl wir einen Impstoffansatz verfolgen, der alle Untereinheiten enthilt.

In dieser Arbeit haben wir immunogene T-Zellepitope in MSP-1 identifiziert. AuBer-
dem konnten wir zeigen, dall es CD8+ T-Zellen gibt, die spezifisch gegen MSP-1 gerichtet
sind. Daher ist es wahrscheinlich, da3 auch bei einer natiirlichen Plasmodium Infektion eine
CD8+ T-Zellreaktion gegen diese Epitope aufgebaut wird. Das erdoffnet die Perspektive auf
einen Blutstadiumsimpfstoff mit MSP-1, der nicht nur Merozoiten im Blut bekdmpft sondern
auch gegen intrazelluldre Parasiten in der Leber wirkam sein kann. Dies macht MSP-1 als
Impfstoff noch interessanter. Wegen dieser Uberlegung wird von uns eine CTL-Antwort im
Impfstoffdesign beriicksichtig.

Ein Impfstoft, der effektiv CD8+ T-Zellen stimuliert, sollte eine maximale Expansion
der Effektor T-Zellen anstreben, da die Stiarke der ersten Reaktion direkt mit dem immunolo-
gischen Gedichtnis korreliert ist. Fiir die Qualitét einer sekundidren Immunantwort der CD8+
Zellen sind CD4+ T-Zellen entscheidend. Diese programmieren CD8+ T-Zellen fiir eine Ex-
pansion bei wiederholtem Kontakt mit z.B. dem natiirlichen Erreger oder einer Impfung
(Seder and Ahmed 2003). Deswegen ist es wiinschenswert, sowohl CD8+ als auch CD4+ Epi-
tope in einem Impfstoff zu vereinigen (Rammensee et al. 2002). Die verbreitete Verwendung
von Teilfragmenten von MSP-1 wie p42 oder p19 bei der Entwicklung eines Impfstoffs birgt
die Gefahr, daB3 Parasiten mutieren, wichtige Epitope verdndert werden somit die Schutzwir-
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kung des Impfstoffes verloren geht. Dieser Gedanke liegt nahe, da die C-terminalen Bereiche
bei Plasmodien zwar cine ausgeprigte funktionelle Konservierung besitzen, die es erlaubt die
Bereiche zwischen entfernt verwandten Plasmodien Stimmen auszutauschen, aber keine se-
quenzielle. Das gesamte MSP-1 mit seinen 190 kDa wire hingegen ein multivalenter Impf-
stoff, der geniigend potentielle Epitope beinhaltet um solchen Mechanismen zu entgehen. Ein
weiterer Punkt ist, da3 bei kleineren Fragmenten der Immunisierungserfolg vom HLA-Typ
des Probanden abhidngen kann. Nutzt man das gesamte Protein fiir eine Immunisierung, spielt
die HLA-Restriktion des Probanden auf Grund der Anzahl an unterschiedlichen Epitopen kei-
ne Rolle, und sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen kdnnen potentiell induziert werden, vor-
ausgesetzt, die Immunisierungsbedingungen stimmen. Die Mdglichkeit MSP-1 mit andern
Antigenen aus demselben oder anderen Entwicklungsstadien zu kombinieren besteht, wire
aber nach diesen Uberlegungen nicht zwingend notwendig.

Rekombinante virale Vektoren gelten als effektive Impfstoff-Typen und konnen eine
starke CD8+ T-Zell Antwort auslosen. In unserem Labor wurden MV A-Viren entwickelt, die
rekombinant MSP-1 exprimieren (Westerfeld, Dissertation 2002). In Prime-Boost Impfproto-
kollen mit DNA-Erstimmunisierungen und nachfolgenden viralen Impfungen wurden solche
Vektoren in klinischen Versuchen fiir HIV und Malaria schon getestet (Amara, Villinger et al.
2001; Schneider et al. 2001; Moorthy et al. 2003). MVA wurde als Impfstoff eingesetzt, um
die Pocken auszurotten. Daher ist das Virus als Impfstoff am Menschen zugelassen und gilt
auch bei immunsupprimierten Personen als sehr sicher (Mayr et al. 1978). Als vielverspre-
chend gilt auch die Entwicklung rekombinanter Masernviren. Der attenuierte Masernvirus
vermittelt durch eine einmalige Impfung im Kindesalter einen lebenslangen Schutz und gilt
als hoch effektiv. In einer Kooperation mit Berna Biotech wird das MSP-1 Gen in Masernvi-
ren integriert und soll so als Impfstoff verwendet werden. Von Vorteil ist auch, dal in Ma-
sernviren eingebaute Konstrukte eine hohe genetische Stabilitét aufweisen.

MSP-1 rekombinantes Protein soll in Kombination mit viralen Impfstoffen zu einem
potenten Impfstoffprotokoll fiihren. Passiv iiber die Plazenta angeeignete Masern-Antikorper
konnen den Vektor neutralisieren, bevor die Immunantwort sich entwickelt. Da die Zielgruppe
des Impfstoffes jedoch vor allem Kleinkinder und Kinder sind, eignet sich der rekombinante
Masernvektor nicht fiir eine Erstimmunisierung, sondern konnte fiir die Verstirkung einer
primir induzierten Immunantwort niitzlich sein. Bei der Erstimmunisierung konnte eine Pro-
teinformulierung als Impfstoff dienen.

Obwohl verschiedene Impfprotokolle an Tiermodellen auf ihre immunogene Wirkung
getestet werden konnen, ist die Immunantwort gegen den Malariaerreger zu komplex um vor-
herzusehen, wie sich die Impfung auf Menschen auswirkt, die stindig der natiirlichen Infekti-
on ausgesetzt sind. Offensichtlich gibt es auf dem Weg zu einem Impfstoff gegen Plasmodium
Erreger noch einige Hiirden zu meistern. Eine detaillierte immunologische Charakterisierung
der einzelnen zu verwendenden Parasiten-Antigene und die Analyse von effektiven Impstoft-
Verabreichungsformen fiir diese Antigene ist einer der essentiellen Schritte auf dem Weg zu
einer Malaria Vakzine.
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