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Einleitung

1. Einleitung

Tuberkulose ist eine Krankheit, welche die Menschheit schon seit Jahrtausenden plagt, wie
kiirzlich Untersuchungen an dgyptischen (Donoghue et al., 2009) und lateinamerikanischen
(Daniel, 2000) Mumien enthiillten. Tatsdchlich geht man davon aus, dass ihr Erreger
Mycobacterium tuberculosis seit 15 000 bis 35 000 Jahren in seiner heutigen Form existiert
(Arnold, 2007). Die Symptomatik bei Erkrankung zeigt sich variabel, meist jedoch durch
einen iiber Wochen persistierenden Husten, Fieber und Schwitzen, einen Verlust an Gewicht
und eine starke korperliche Schwiche. Bis ins zwanzigste Jahrhundert hinein endete die
ursdchlich umstrittene Krankheit meist todlich (Daniel, 2006). Sowohl erbliche wie
klimatische Einfliisse als auch natiirliche Prozesse wurden zeitweilig diskutiert (Gradmann,
2006), bis 1790 Benjamin Marten erstmals eine infektiose Genese postulierte (Doetsch,
1978).

Der Kliarung dieser Frage nahmen sich iiber die Jahrhunderte viele Wissenschaftler an,
starben doch in den Epidemien Millionen von Menschen durch die ,,Weille Pest* (Daniel,
2006). Am 24. Mirz 1882 gelang Robert Koch schlielich die Identifikation des haufigsten
Erregers der Tuberkulose, wofiir ihm 1905 der Nobelpreis verliehen wurde (Sakula, 1982):
Mycobacterium  tuberculosis, ein gram-positives Stidbchen, das durch seinen
auBergewohnlichen Lipidmantel sdurefest ist und dessen Pathogenitit u.a. durch sein
intrazelluldr parasitierendes, sehr langsames Wachstum und seine Fihigkeit zum
jahrelangen, inaktiven Uberdauern im Organismus gekennzeichnet ist. Auf diese Weise ist
es spiter in der Lage, zum Beispiel bei Immunschwiche des Trigers, eine aktive Infektion
zu verursachen (Honer zu Bentrup, 2001).

Seither galten die Bemiihungen der Forscher priventiv, diagnostisch und therapeutisch der
Infektionserkrankung entgegenzutreten. Ein Meilenstein dieser Entwicklung war 1890 die
Extraktion von Tuberkulin aus Mycobacterium tuberculosis durch Robert Koch. Der Einsatz
von Tuberkulin als Medikament zur Behandlung der Tuberkulose zeigte jedoch nicht die
erhoffte Wirkung (Gradmann, 2005). Jedoch gelang es Clemens von Pirquet 1909 mit Hilfe
des Tuberkulins eine Methode zum Nachweis der Tuberkuloseinfektion, den Tuberkulin-
Hauttest, zu entwickeln. Bald darauf im Jahre 1910 erarbeiteten Felix Mendel und Charles
Mantoux eine nach Thnen benannte und heute weit verbreitete sensitivere Variante des
Tests, die auf einer intradermalen Injektion des Tuberkulins beruht (Daniel, 2003). Mit der
Entwicklung des BCG-Impfstoffs aus einem apathogenen Impfstamm durch Albert
Calmette und Camille Guérin im Jahr 1906 und dessen Verfiigbarkeit ab 1921 (Daniel;
2005) sowie der Entdeckung und Gewinnung von Streptomycin im Jahr 1943 durch Albert
Schatz, Elizabeth Bugie und Selman Waksman (Schatz er al., 1944), gelangen den
Forschern weitere bedeutende Fortschritte in der Bekdmpfung der Tuberkulose.



Einleitung

1.1.  Mboglichkeiten und Grenzen aktueller Verfahren zur Diagnostik von

Infektionen mit Mycobacterium tuberculosis

Obwohl die Inzidenz der Tuberkulose in den letzten Jahren in Deutschland und auch
weltweit unter Beriicksichtigung des Bevolkerungswachstums riickldufig ist, gilt dies nicht
allerorts. Laut WHO traten in Asien im Jahr 2008 allein in Indien und China 35 % aller
Neuerkrankungen an Tuberkulose auf. Ferner verstarben weltweit 1,3 Millionen Menschen
in Folge der Erkrankung, was sie — bei Mangel an therapeutischen Moglichkeiten —
heutzutage immer noch zu einer der am héufigsten todlich endenden Infektionen macht
(Chaisson, 2009).

Nach groBen Erfolgen in den 70er und 80er Jahren durch die Einfithrung von
Tuberkulostatika verbreitete sich ein Gefiihl der Sicherheit und die weitere Forschung an
Pravention und Therapie dieser Krankheit trat in den Hintergrund (Chaisson, 2009). Dies
dnderte sich erst, nachdem epidemiologische Studien der letzten Jahrzehnte die drohende
Gefahr durch die Entwicklung und Verbreitung von multiresistenten Keimen enthiillten,
insbesondere  im  Zusammenhang mit der  Ausbreitung von HIV  und
gesundheitsokonomischen Versorgungsproblemen (Ghandi, 2006). Darauthin verfolgte
Pldne zur Bekdmpfung der Tuberkulose wie zuletzt das Millenium Development Goal mit
dem Ziel die Tuberkulose bis zum Jahr 2050 zu eliminieren (Komatsu, 2007) werden nicht
erreicht werden (Mandeep, 2010).

Ferner ist der Erreger weit verbreitet. So leidet etwa ein Drittel der Weltbevolkerung unter
einer zumeist unentdeckten, latenten Tuberkuloseinfektion (LTBI), die laut WHO bei jedem
Zehnten im Laufe seines Lebens akut werden wird. Verantwortlich dafiir ist zumeist eine
Immunsuppression, wie sie bei (malignen) Erkrankungen, im Alter, bei mangelhaften
Erndhrungs- und Hygienezustinden oder auch Infektionskrankheiten wie AIDS auftritt
(Horsburgh, 2004). Aus diesen Griinden stellt die Entwicklung verbesserter Verfahren
sowohl zur Fritherkennung als auch zur Therapie dieser Infektion weiterhin eine grof3e
Herausforderung dar.

Fir die Diagnose einer aktiven Tuberkulose stehen derzeit verschiedene Verfahren zur
Verfiigung, die aber mit Limitationen behaftet sind. Die Anzucht von TB-Erregern aus
Sputum des Patienten auf LOwenstein-Jensen Agar ist immer noch diagnostischer
Goldstandard. Das Wachstum auf diesem festen Ndhrmedium bendtigt jedoch drei bis vier
Wochen, in teureren Fliissigkulturen geniigen hierfiir acht bis sechzehn Tage (Getahun,
2007). Ein mikroskopischer Nachweis von sdurefesten Stdbchen unter Verwendung der
Ziehl-Neelsen-Féarbung ist schnell und kostengiinstig. Da jedoch so keine Differenzierung
hinsichtlich der Pathogenitiit der Stibchen moglich ist und dariiber hinaus bei geringer
Keimzahl die Sensitivitdt zu wiinschen iibrig ldsst, kann der Nachweis sdurefester Stibchen
lediglich ein Hinweis sein. Die Diagnose einer akuten Tuberkulose ist so nicht moglich.

Die inzwischen héufig eingesetzte PCR ist ebenfalls eine schnelle aber teure Methode, die
in der Lage ist, verschiedene Tuberkuloseerreger anhand spezifischer Gene zu erkennen und
zu unterscheiden. Zu bemingeln ist, dass sie im Fall einer LTBI falsch positive Ergebnisse
liefern kann, und dariiber hinaus in ihrer Sensitivitit ebenso von der Erregerzahl im
Patientenmaterial abhéngig ist (Chaisson, 2009). Insgesamt ist bei diesen Testverfahren zu
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bedenken, dass die Gewinnung von Patientenmaterial — je nach Lokalisation der
Tuberkulose — aufwendig sein kann (Bronchoskopie, Liquorpunktion etc.) und fiir den
Patienten eine zusitzliche Belastung darstellt.

Der bei einem klinischen Verdacht routinemifig durchgefiihrte Test nach Mendel-Mantoux
kann nach BCG-Impfung, Kontakt zu apathogenen Mykobakterien oder bei LTBI falsch
positiv sein. Eine vorliegende Tuberkulose kann in Einzelfdllen von ihm nicht erkannt
werden, wenn die Ersterkrankung erst seit wenigen Wochen besteht oder eine
Immundefizienz vorliegt. Die neueren Interferon (IFN)-y Sekretionstests (IGRA, in vitro T-
cell-based interferon release assay) verfiigen iiber eine weitaus hohere Spezifitit, da sie auf
der selektiven Stimulation von T-Zellen mit Antigenen aus den humanpathogen relevanten
Mykobakterien, dem Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (MTBC) basieren. Diese
Vertreter zeichnen sich durch eine besonders hohe genetische Ubereinstimmung aus und
umfassen M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. caprae,
and M. canetti (Ahmad, 2011). Derzeit verwendet werden ausgewdhlte Peptide des early
secretory antigenetic target 6 (ESAT-6) und culture filtrate protein 10 (CFP-10) Proteins,
die spezifisch fiir den MTBC sind und weder im BCG-Impfstamm noch in apathogenen
Mykobakterien vorkommen (Lalvani, 2001 und Jiang, 2009). Eine Differenzierung
zwischen einer latenten und einer aktiven Tuberkulose ist allerdings auch mit diesen Tests
nicht moglich (Diel et al., 2008).

Insofern besteht ein dringender Bedarf fiir ein schnelles und unkompliziertes Verfahren zum
gesicherten Nachweis einer aktiven Tuberkuloseinfektion (Chaisson, 2009).

1.2.  Das humane Immunsystem

Eine der wichtigsten Voraussetzungen fiir das Uberleben vielzelliger Organismen ist die
Ausbildung von Barrieren gegen schidigende Umwelteinfliisse. Als wichtiger Teil dieses
Schutzschildes begegnet das menschliche Immunsystem tdglich einer Vielzahl von
pathogenen Erregern (Hoebe, 2004). Um Schaden fiir den Organismus moglichst effektiv
abzuwehren entwickelte sich im Laufe der Evolution ein komplexes Zusammenspiel
verschiedener Zelltypen und humoraler Botenstoffe (Chemo- und Zytokine). In der Lehre
der Immunologie wird das humane Immunsystem sinnvoll in einen unspezifischen,
angeborenen (innate immunity) und einen spezifischen, erworbenen Bereich (adaptive
immunity) eingeteilt (Loewendorf, 2010).

Uberwindet ein Erreger die mechanischen Schutzfunktionen des Korpers, so werden
unmittelbar Bestandteile des unspezifischen Immunsystems aktiviert. Dieses setzt sich
zusammen aus Phagozyten — Monozyten, Makrophagen (Geissmann, 2010), Granulozyten,
Dendritischen Zellen (DC) und natiirlichen Killerzellen (NKZ) — Zytokinen wie Interferon-
af (IFN-af) und Tumornekrosefaktor (TNF; Loewendorf, 2010) sowie dem phylogenetisch
dltesten Teil, dem Komplementsystem (Wills-Karp, 2007). Dazu gehoren Antikorper und
Proteine, wie Mannan-bindendes Lektin (MBL), C-reaktives Protein (CRP),
Komplementfaktoren wie Clq, C3, C4, C5 und der Membranangriffskomplex (MAC), die
exogene und endogene schidliche Molekiile — sogenannte PAMPs (Pathogen-assoziierte
molekulare Muster) und DAMPs (Gefahr-assoziierte molekulare Muster) — markieren und
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opsonieren (Kohl, 2006). Mittels all dieser Komponenten werden sowohl bekannte als auch
bisher fremde Pathogene schnell eliminiert und der Organismus akut geschiitzt.

Unser erworbenes Immunsystem zeichnet sich durch seine Fihigkeit aus, ein iiber lange Zeit
stabiles Gedichtnis fiir bekannte gefdhrliche Antigene auszubilden. Daher ist es
entscheidend fiir den gezielten Angriff bei erneutem Kontakt (Paust, 2010), unerlésslich zur
Infektkontrolle (Loewendorf, 2010) und spielt eine entscheidende Rolle in der Ausbildung
von Allergien, Autoimmunerkrankungen und Tumorimmunitét (Zhu, 2010).

Wesentlicher Bestandteil sind B- und T-Lymphozyten sowie professionelle
antigenprisentierende Zellen (APC), die extrazelluldre Pathogene aufnehmen und mit deren
Hilfe die spezifische Erkennung durch T-Zellen erst moglich ist. Untergruppen der T-
Lymphozyten sind zytotoxische T-Zellen (ZTL, CD8") und T-Helferzellen (Th-Zellen,
CD4") in ihren unterschiedlichen Entwicklungsstufen: den naiven und aktivierten T-Zellen
sowie Gedachtnis-T-Zellen (Klarenbeek, 2010). Auch NKZ werden seit einiger Zeit
erworbene antigenspezifische Fahigkeiten zugesprochen, die ihnen unabhidngig von
Lymphozyten die Entwicklung eines immunologischen Gedachtnisses gestatten (O’Leary,
2006). Die Gruppe der APC besteht im Wesentlichen aus dendritischen Zellen (DC),
Monozyten, Makrophagen und B-Zellen (Chatzigeorgiou, 2009, Drolet, 2010 und Mok,
2010), den sogenannten professionellen APC.

An der Schnittstelle dieser beiden zentralen Abwehrmechanismen kommt der angeborenen
Immunabwehr als Initiator der Antigenpridsentation eine wesentliche Bedeutung fiir die
Aktivierung des erworbenen Immunsystems zu. Unspezifische Phagozyten erkennen mittels
ihrer spezifischen Mustererkennungsrezeptoren (PRR) pathogene Molekiile. Die Erkennung
bakterieller Bestandteile durch PRR fiihrt zur Aktivierung und Reifung der APC, wodurch
sie die Fahigkeit erlangen, effizienter T-Zellen zu aktivieren

Unter den PRR fasst man unter anderem das Komplementsystem (Carroll, 2004) und
Rezeptoren auf den NK-Zellen zur Diskriminierung zwischen gesunden und geschidigten
Korperzellen (Raulet, 2004) zusammen sowie die 13 bisher in Sdugetieren beschriebenen
membranstindigen Toll-dhnlichen Rezeptoren (TLR, Hoebe, 2004 und Iwasaki &
Medzhitov, 2004). Diese konnen spezifisch Strukturen mikrobiellen Ursprungs wie LPS
(TLR4), bakterielle Lipoproteine und Fettsduren (TLR2), Flagellin (TLRS), doppelstringige
RNA (TLR3), einstringige virale DNA (TLR7) oder unmethylierte CpG DNA (TLR9)
erkennen (Iwasaki&Medzhitov, 2004). Der Antigenaufnahme schlieBen sich in der APC
Reifungsprozesse an, die iiber die Steigerung der Synthese von MHC-Rezeptormolekiilen
und kostimulatorischen Molekiilen wie CD40, CD80 und CD86 sowie insbesondere iiber
die darauf erfolgende Epitopprisentation nach unspezifischer Phagozytose von Pathogenen
Voraussetzung fiir die Auspriagung und Polarisierung der spezifischen Immunantwort sind
(Hoebe, 2004).

1.3.  Entstehung von naiven T-Lymphozyten

Um als Teil der adaptiven Immunantwort im Fall einer Infektion zuverldssig zu
funktionieren, durchlaufen T-Zellen eine komplizierte Entwicklung. Die aus dem
Knochenmark stammenden Vorlduferzellen wandern zunichst in den Thymus ein. Dieser
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gibt den T-Zellen ihren Namen, und dort findet in zwei Entwicklungsschritten ihre
Differenzierung zu naiven T-Helferzellen respektive zytotoxischen-T-Zellen statt (Lynch,
2009). Zuerst werden in einer positiven Selektion alle Zellen eliminiert, die iiber ihren T-
Zell-Rezeptor (TZR) nicht in der Lage sind, spezielle Rezeptoren — MHC
(Haupthistokompatibilititskomplex)-I- bzw. MHC-II-Molekiile — zu erkennen. In der nun
folgenden negativen Selektion werden die Thymozyten eliminiert, die iiber ihren TZR
Autoantigene erkennen (Bonilla, 2010). Die iibrigen Zellen, die sowohl die negative als
auch positive Selektion iiberstanden haben, reifen nun aus und verlieren dabei abhingig von
ihrer MHC-Spezifitit ihr CD-Antigen. MHC-I-spezifische Zellen werden zu CD8" ZTL und
MHC-II-spezifische differenzieren zu CD4" T-Helferzellen. Die auf diese Weise
vorbereiteten naiven T-Zellen verlassen den Thymus und zirkulieren so iiber Jahre im
Organismus, wihrend sie stindig in lymphatischen Organen in Kontakt zu diversen APC
treten (Bonilla, 2010).

1.4.  Aktivierung von naiven T-Helferzellen zu Effektorzellen

Trifft eine so vorbereitete CD4"-T-Zelle nun erstmals auf ihr im Kontext mit einem MHC
Molekiil auf der Oberflidche einer APC présentiertes Epitop, beginnt die Differenzierung der
naiven zur aktivierten, klonal expandierenden T-Effektorzelle (Elgueta, 2009), die sich
abhingig von Dauer des Antigenkontakts und des umgebenden Milieus vermehrt und alle 6
bis 8 Stunden teilt (Kaech, 2002 und Michalek, 2010). Zur Bekdmpfung einer Infektion ist
auf diese Weise eine grofle Anzahl epitopspezifischer T-Zellen verfiigbar.

Dariiber hinaus spielen fiir die Entwicklung und Modulation der Th-Effektorzelle
Interaktionen mit APC iiber ihre teils transient und teils konstitutionell exprimierten
kostimulatorischen Oberflichenmolekiilen wie CD40-Ligand (CD154), CD27, CD28, OX40
und 4.1BB eine wesentliche Rolle (Taraban, 2002 und Kaech, 2002). So kann die Affinitét
und Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors durch parallele Stimulation von CD28 oder
CD40L gesteigert werden, hingegen tragen OX40 und 4.1BB zur Aufrechterhaltung der
Immunantwort der T-Zellen bei (Kaech, 2002).

Ferner reifen die naiven Th-Zellen im Zuge ihrer Aktivierung zu spezialisierten Subtypen
aus, die man anhand ihres Spektrums von Oberflichenmolekiilen und Zytokinen zur
Immunmodulation unterscheidet (Del Prete, 1998 und Zhu, 2010): dabei spielen
insbesondere Th1- und Th2-Zellen eine Schliisselrolle fiir den Verlauf der Abwehrreaktion.
Thl sezernieren IFN-y, Interleukin (IL)-2 und TNF-B (Tumornekrosefaktor-f, Synonym:
Lymphotoxin-a; Zhu, 2010), womit sie insbesondere Einfluss auf die Aktivitit von ZTL
nehmen (Jiang, 2009). Ferner aktivieren sie Monozyten und Makrophagen und regen die
Produktion von komplementbindendem IgG an, woriiber sie die Zytolyse und Phagozytose
markierter Mikroben vermitteln (Romagnani, 1996). Uber die Produktion der
inflammatorischen =~ Zytokine IFN-y und TNF-f  konnen Thl  dominierte
Entziindungsreaktionen sogar mit Gewebeschidden einhergehen, die zur nachhaltigen
Bekdmpfung von intra- und extrazelluldren Pathogenen jedoch in Kauf genommen werden
(Abbas, 1996). Die gleichen Thl vermittelten Mechanismen der Autoaggressivitit konnten
auch im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen wie Morbus Basedow, der
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Hashimoto Thyreoiditis oder der Enzephalomyelitis disseminata gezeigt werden
(Romagnani, 1996).

Th2 Zellen sind stirker an der Immunregulation sowie an Allergieentstehung und
Parasitenbekdmpfung beteiligt. Sie sezernieren die Zytokine IL-4 IL-5, IL-6, IL-9, IL-10
und IL-13. Dieses Milieu fiihrt zur Ausreifung von B-Zellen zu Plasmazellen und somit zu
IgE vermittelten Entziindungsreaktionen. Ferner werden iiber die Produktion von IL-5
eosinophile Granulozyten aktiviert (Romagnani, 1996). Uber die Synthese von IL-4, IL-13
und TGF-B (transformierender Wachstumsfaktor ) vermag die Th2 andere Leukozyten —
insbesondere Makrophagen und Thl — zu hemmen und die Wirkung von IL-10 und IFN-y
zu antagonisieren. Unter Einfluss der Th2 Zellen werden grofe Mengen IgM und nicht-
komplementbindendes IgG gebildet (Abbas, 1996, Miner, 1998). ThO bezeichnet einen
Phinotyp, der sowohl fiir Thl als auch fiir Th2 charakteristische Zytokine exprimiert und
wohl einen Ubergangstyp zu Beginn der lymphozytiren Aktivierung darstellt (Miner, 1998
und Abbas, 1996).

2003 wurde mit der Th17 Zelle ein weiterer Subtyp der CD4"-T-Helferzelle identifiziert, der
durch die spezifische Expression des pro-inflammatorischen Zytokins IL-17 charakterisiert
ist. Th17 Zellen stimulieren mittels IL-17 Fibroblasten, Epithel-und Endothelzellen zur
Produktion weiterer proinflammatorischer Zyto- und Chemokine wie IL-6, IL-8, G-CSF und
MCP-1. Auf diese Weise werden durch den Einfluss von IL-17 rasch Monozyten und
neutrophile Granulozyten, zwei klassische Fresszellen des unspezifischen Immunsystems
bereitgestellt. Daneben scheinen Thl7 eine Rolle fiir den Verlust oder Erhalt der
Selbsttoleranz zu spielen, worauf signifikant erhohte IL-17 Spiegel bei verschiedenen
Autoimmunerkrankungen wie Encephalitis Disseminata, Psoriasis und rheumatoider
Arthritis hinweisen (Aggarwal, 2003 und Zhu, 2010).

Inwiefern die Differenzierung der naiven Th-Zellen in ihre Subtypen durch das umgebende
Zytokinprofil gesteuert wird oder von Anfang an genetisch determiniert ist, wird derzeit
kontrovers diskutiert (Zhu, 2010).

Daneben wurden in den letzten Jahren von verschiedenen Arbeitsgruppen eine Reihe
weiterer T-Zell-Subtypen vorgeschlagen. Am bedeutendsten darunter ist die sich stets
vergroflernde Gruppe der phénotypisch verwandten Treg (regulatorische T-Zellen, ehemals
Suppressor-T-Zellen), die man in iTreg (induzierte Treg, den Th-Zellen zugehdrig) und
nTreg (natiirliche Treg, eigenstdndige T-Zell-Subpopulation) einteilt (Zhu, 2010). Thnen
werden suppressive immunmodulatorische Funktionen zugeschrieben, da sie zur
Vermeidung schiddigender Aktivititen sowohl T-Effektorzellen, B-Zellen als auch APC
hemmen (Shevach, 2006). Regulatorische T-Zellen tragen mehrheitlich den
Oberflichenmarker CD25 und exprimieren den Transkriptionsfaktor Foxp3, dessen Defekt
bei Menschen Autoimmunerkrankungen auslost (Sakaguchi, 2007). Somit erfiillen Treg eine
zentrale Aufgabe in der Erhaltung von Selbsttoleranz und Kontrolle der Immunabwehr.
Nach Ablauf einer Immunreaktion und Beseitigung der auslosenden Pathogene
differenzieren einige der T-Effektorzellen zu T-Gedéchtniszellen. Bei diesem Prozess
sterben zunichst innerhalb weniger Wochen — der sogenannten Kontraktionsphase — iiber
90% der CD4" oder CD8" T-Effektorzellen infolge von Verinderungen des Zytokinmilieus
und der Stoffwechsellage unter anderem durch ein reduziertes IL-2-Angebot an
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konsekutiver Apoptose (Kaech, 2002 und Michalek, 2010). Auf diese Weise wird das
urspriingliche Gleichgewicht der T-Zell Diversitit wieder hergestellt und die wéhrend einer
Immunantwort erzeugte Dominanz erregerspezifischer Klone beseitigt (Badovinac, 2006).
Bei der Weiterentwicklung in T-Gedichtniszellen verlieren die verbleibenden T-Zellen ihre
proinflammatorische Oberflichenantigen- und Zytokinexpression (Michalek, 2010), die fiir
die weitere Aktivitit hauptsdchlich relevanten und weiterhin  exprimierten
Oberflachenmolekiile sind CCR7 und CD45RA (Seder, 2008).

T-Gedichtniszellen zeichnen sich durch eine grofle phinotypische Vielfalt und funktionelle
Plastizitit (Kaech, 2002, McKinstry, 2008 und Van Leeuwen, 2009) sowie durch eine
erhohte Sensitivitit fiir ihr spezifisches Antigen aus (Suhr, 2009). Fiir ihr Uberleben sind sie
auf die Stimulation durch IL-7 und IL-15 angewiesen (Suhr, 2009). Sie verbleiben im
Organismus und fithren bei erneutem Epitopkontakt zu einer schnelleren und massiven
Sekundirantwort, die zusammen mit den anderen Effektoren des spezifischen und
unspezifischen Immunsystems eine rasche wund effektive Infektkontrolle und
Pathogenbekdmpfung ermoglicht (Kaech, 2002). Neben der Reaktivierung durch
Epitopkontakt spielt dafiir auBerdem die Ausschiittung der Zytokine IFN-y, TNF und IL-2
eine Rolle (Seder, 2008).

1.5. Antigenprésentation durch professionelle APC und Erkennung von
Fremdprotein durch T-Lymphozyten

Die Besonderheit der professionellen APC gegeniiber Phagozyten des unspezifischen
Immunsystems besteht darin, dass sie MHC-II-Molekiile besitzen, und dariiber in der Lage
sind, Epitope aus phagozytiertem und in endolysosomalen Kompartimenten prozessiertem
Fremdantigen speziell an CD4"-T-Helferzellen zu prisentieren (Elgueta, 2009). Dies
ermOglicht die Erzeugung von spezifischen Immunantworten (den Haan & Bevan, 2000).

Im Gegensatz dazu besitzen alle kernhaltigen Zellen die Fihigkeit, aus endogen
vorliegenden Proteinen generierte Peptide auf MHC-I-Molekiilen auf ihrer Oberfldche zu
prasentieren. Diese MHC-I/Peptidkomplexe werden von zytotoxischen T-Zellen erkannt.
Ublicherweise prisentieren gesunde Zellen dort eigene Epitope. Sobald die Zelle — bei
Befall mit Viren, intrazellulir parasitierenden Bakterien oder einer malignen Entartung — ein
fremdes Epitop auf ihrem MHC-I-Molekiil zeigt, wird dieses von der ZTL erkannt und die
autologe Zelle innerhalb von Minuten durch die Ausschiittung von Zytotoxinen, Proteasen
wie Granzymen und die Expression des Fas-Liganden zur Apoptose angeregt und eliminiert
(Bonilla, 2010). Im Sonderfall konnen zytoplasmatisch vorliegende Proteine auch auf
MHC-II-Molekiilen prasentiert werden. So gelangen MHC-I-Proteine und das Lysosom-
assoziierte Membranprotein 1 (LAMP1), vermittelt durch spezielle Adressierungssignale am
N-Terminus in endolysosomale Kompartimente (Janvier & Bonifacino, 2005). Diese
Erkenntnis ertffnet die Moglichkeit intrazelluldar produzierte Fremdproteine durch Fusion
mit diesen Adressierungssignalen gezielt in den endolysosomalen Abbau zur Epitop-
Prasentation auf MHC-Klasse-II-Molekiilen einzuschleusen. Beispiele fiir solche
Adressierungssignale sind die N-terminale Translokationsdoméne (AS 1-28) in Verbindung
mit der lysosomalen Adressierungssequenz (AS 378-417) des LAMP1-Proteins, welche in
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der Lage sind, Fremdproteine dem endolysosomalen Abbau zuzufiihren (Wu, 1995).
Umgekehrt sind auch professionelle APC, insbesondere dendritische Zellen in der Lage,
bestimmte extrazellulare Antigene auf MHC-I-Molekiilen zu prisentieren. Man bezeichnet
diesen Vorgang als cross presentation und cross priming. Dieser Prozess ist fiir die
Aktivierung von ZTL zur Bekdmpfung von Malignomen und Infektionen von besonderer
Bedeutung (Kurts, 2010).

Im Gegensatz zur direkten Bekimpfung infizierter und maligner Zellen erfiillen die CD4"-
T-Zellen die Aufgabe der Steuerung der Immunreaktion. Der Kontakt zwischen dem von
der professionellen APC auf MHC-II Molekiilen prisentierten Epitop und dem TZR der T-
Helferzelle dient der Erkennung von fremden Peptiden aus dem Extrazellularraum, wie
phagozytierten Bakterienbestandteilen oder Toxinen. Dies induziert in Th-Zellen diverse
Aktivierungs- und Regulationsmechanismen (siehe Kapitel 1.4.), die wiederum direkt oder
indirekt die Aktivierung von ZTL, Makrophagen, der Produktion von Antikorpern durch B-
Zellen sowie die Entwicklung eines immunologischen Gedichtnisses steuern und so
wesentlich sowohl zur Infektkontrolle als auch zum Schutz vor Autoimmunerkrankungen
beitragen (Zhu, 2010).

Auch die APC variieren in ihrer Fihigkeit zur Prozessierung und Prisentation von
Antigenen. DC gelten als die effektivsten APC. Im unreifen Zustand dominiert ihre
Fiahigkeit zur Phagozytose. Infolge der Aufnahme von Pathogenen werden in DC
Reifungsprozesse induziert, welche die Fahigkeit zur Aufnahme von Antigenen reduzieren
sowie eine Steigerung der Proteinprozessierung und Epitopprisentation an T-Zellen
bewirken (den Haan & Bevan, 2000). Zudem wandern die Antigen-beladenen APC in
lymphatische Organe, wo der Kontakt mit erregerspezifischen naiven T-Zellen erfolgt.
Monozyten und die aus ihnen differenzierenden Makrophagen sind ebenfalls Phagozyten,
die im Blut (Monozyten) oder in ihrem jeweiligen Effektororgan (Makrophagen) Erreger
und Proteine aufnehmen und anschlieBend an T-Zellen préasentieren (Hoebe, 2004 und Kohl,
2006).

B-Zellen, die ihren Namen ihrem Entstehungsort — bone marrow — verdanken, endozytieren
und prisentieren Fremdantigen, das sie zuvor mit ihren spezifischen membranstindigen
Immunglobulinen gebunden haben (Drolet, 2010). Ferner konnen B-Zellen im Zuge der
Primédrantwort — dem Erstkontakt mit Fremdantigen - zu Gedéichtnis-B-Zellen
differenzieren, die bei erneutem Kontakt zu klonal expandierenden, Antikorper
sezernierenden Plasmazellen ausreifen (siehe Kapitel 1.4., Bonilla, 2010).
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Abbildung 1: Prozessierung und Prisentation von Antigenen auf major histocompatibility complex
(MHC)-Klasse-I-Molekiilen.

(a) Neu synthetisierte MHC-I-Molekiile binden an Calnexin (Cx) und werden dadurch im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) in einem vorgefalteten Zustand gehalten. (b) AnschlieBend erfolgt ein
Austausch des Calnexins durch B2 Mikroglobulin (2m). (¢c) Der MHC-I-B2m-Komplex bindet an den
TAP-Komplex (TAPI-TAP2) und erwartet ein Einschleusen von kurzen zytosolischen Peptiden. Diese
entstehen durch den Abbau von zytosolischen Proteinen (d) durch das Proteasom (e). Die Peptide (f)
werden durch den TAP-Komplex geschleust (g), binden den MHC-I-B2m-Komplex durch Wechselwirkung
mit der Antigenbindungstasche (h) und dissoziieren zusammen mit diesem von dem TAP-Komplex (i). Das
beladene MHC-I-Molekiil wird durch Golgi-Vesikel auf die Zelloberfliche transportiert (j). Fiir eine
erfolgreiche Aktivierung einer zytotoxischen T-Zelle ist eine gleichzeitige Interaktion Peptid-beladener
MHC-I-Molekiile mit dem T-Zell-Rezeptor sowie APC- und T-zellstindiger kostimulatorischer Molekiile
mit ihren Liganden erforderlich (Man, 1998).
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Abbildung 2: Prozessierung und Prisentation von Antigenen auf major histocompatibility complex
(MHC)-Klasse-II-Molekiilen.

(a) Unspezifische Bindung von Peptiden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) an MHC-II-Molekiile von
antigenprisentierenden Zellen (APC) werden durch die invariant chain (IC) verhindert. (b) Die IC
ermoglicht den Transport von MHC-II-Molekiilen vom ER zu angesiduerten Proteasomen des Golgi-
Apparats (c). Das Endosom enthilt Peptide von intrazelluldr lebenden, pathogenen Mikroorganismen oder
von extrazelluldir aufgenommenen und durch das Phagosom zum Endosom transportierten
Mikroorganismen oder Proteinen (d, e). Diese werden durch Proteasen in Peptide gespalten (f). (g) Das
Endosom verschmilzt mit dem Golgi zum trans-Golgi. Hier wird die IC abgespalten, dissoziiert vom
MHC-II-Molekiil und ermdglicht die Bindung der Peptide im Endosom auf die MHC-II-Molekiile. Diesen
Prozess unterstiitzt HLA-DM (MHC-II-dhnliches Molekiil). (i) Der MHC-II-Peptidkomplex wird auf die
Zelloberfldache transportiert, wo er durch den T-Zell-Rezeptor (TZR) von T-Helferzellen (THL) erkannt
wird (j). Durch diesen Prozess wird eine T-Zell-Aktivierung ausgelost (k) (Man, 1998).

1.6. T-Zell-induzierte Reifungsprozesse in antigenprisentierenden Zellen (APC)

Aktivierte Th-Zellen zeichnen sich durch die transiente Expression von bestimmten
Oberflichenmolekiilen zur Interaktion mit APC aus. Eine zentrale Rolle fiir die
Entwicklung der spezifischen Immunantwort spielt dabei CD40-Ligand (CD40L; Elgueta,
2009). Wie van Kooten & Banchereau 2000 zeigten, beginnt dessen Expression ein bis zwei
Stunden nach Aktivierung und erreicht ihren Hohepunkt nach 6 bis 8 Stunden. Noch fiir
weitere 2 bis 5 Tage ist der CD40L gut auf aktivierten Th-Zellen nachweisbar (Elgueta,
2009). Die anschlieBende allmihliche Abnahme von CD40 Ligand wird dabei durch
mehrere Faktoren gesichert. So induziert die CD40/CD40L-Interaktion in der Th-Zelle den
proteolytischen Abbau von CD40L sowohl durch rezeptorvermittelte Endozytose als auch
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durch Freisetzung von l6slichem CD40 (sCD40) welches CD40L bindet. Dariiber hinaus
wird auch die Synthese von CD40L-mRNA reduziert (Van Kooten, 2000).

Da verschiedene APC konstitutionell CD40 auf ihrer Oberfliche tragen, jedoch nur
aktivierte Th-Zellen voriibergehend CD40L exprimieren, kann in diesem Fall gleichzeitig
zur Antigenprisentation und — erkennung ein CD40-CD40L Kontakt stattfinden (den Haan
& Bevan, 2000). Dieser induziert in der APC Reifungsprozesse, die mit einer
Hochregulierung der TRAF (Tumornekrosefaktorrezeptor assoziierter Faktor) und einer
nachfolgenden Aktivierung der MAP-Kinase und NF-«xB Signaliibertragungswegen
einhergeht  (Quezada, 2004). Hierdurch wird wu.a. die Produktion von
Entziindungsmediatoren und die Expression von Vertretern der TNFR-Familie, wie des
0X40-Liganden (OX40L) und des 4.1BB-Liganden (4.1BBL, Croft, 2009) induziert.
Aufgrund des komplexen Informationsaustauschs bei Zusammentreffen von TZR mit
seinem spezifischen Epitop im Kontext eines MHC-Molekiils und diverser Korezeptoren
bezeichnet man diesen Komplex auch als immunologische Synapse (Bonilla, 2010).

1.7. Bedeutung von 4.1BBL und OX40L fiir die Immunantwort

Die Interaktion der kostimulatorischen Molekiile 4.1BB und OX40 mit ihren Liganden
4.1BBL und OX40L spielt bei der Aktivierung und Expansion verschiedener T-Zell
Populationen eine zentrale Bedeutung. Zusammen mit CD40-CD40L fithren sie zu
Zytokinproduktion, Proliferation und Aktivierung von naiven und reifen CD4" und CD8"-T-
Zellen (Kober, 2009). Dariiber hinaus steigt die Leistung der einzelnen TZR und sowohl
Expansion als auch Signalwirkung der T-Zell-Klone werden verstirkt (Kaech, 2002).

Beide Liganden sind auf verschiedenen Subpopulationen aktivierter APC nachweisbar
(Murata, 2000 und Wang, 2009). Salih et al. (2001) konnten zeigen, dass 4.1BBL nicht nur
membranstindig, sondern auch in einer 16slichen Form existiert. Von OX40L existiert
ebenfalls eine 16sliche Form, deren Serumspiegel von Patienten mit der Basedowschen
Krankheit erhoht ist (Wang, 2006).

4.1BBL ist beziiglich nachhaltiger T-Zell-Proliferation und Sekretion das wirkungsvollste
Kostimulans aus der TNF-Gruppe (Kober et al.,). Nach Aktivierung der APC iiber den NF-
kB Signaliibertragungsweg steigt die 4.1BBL mRNA Synthese kontinuierlich an, erreicht
nach 4 Stunden ihr Maximum bis sie nach 12 Stunden wieder zum Ausgangswert
zuriickgekehrt ist (Kang, 2007). Sowohl aktivierte CD4" als auch CD8" T-Zellen tragen den
Rezeptor 4.1BB auf ihrer Oberflidche (Vinay, 1998), beide Lymphozytenpopulationen lassen
sich durch 4.1BBL aktivieren (Cannons, 2001).

Taraban und Mitarbeiter fanden heraus, dass die Expression von 4.1BB auf aktivierten ZTL
insbesondere bei geringer TZR Stimulation stattfindet (Taraban, 2002). Sie wiesen auch
nach, dass die 4.1BB/4.1BBL Interaktion fiir die Stimulation von ZTL von grof3er
Bedeutung ist (Taraban, 2002). Fehlt 4.1BBL so sinkt die Anzahl von ZTL. Wihrend sich
die Expansion von ZTL durch Gabe von Anti-4.1BB-Antikorper steigern liel, waren Th-
Zellen hiervon weitgehend unbeeinflusst (Tan, 1999 und Shuford, 1997).

Dies ldsst vermuten, dass die Aktivitit CD8"-ZTL stirker von der Signaltransduktion iiber
4.1BB-4.1BBL gelenkt wird (Bevan, 2007). CD4"-Th-Zellen sind dagegen in ihrer Aktivitit
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von CD40L und OX40 Stimulation abhingig. Wie Gerloni et al. 2000 jedoch zeigten, kann
die in vivo Aktivierung von Th-Zellen iiber die Wechselwirkungen zu APC nicht in vitro
durch stimulierende Anti-CD40- und Anti-OX40L-Antikorper ersetzt werden. Bedingung
fiir die massive Aktivierung der APC scheint der CD40/CD40L Kontakt in Verbindung mit
gleichzeitiger ~Antigenprdsentation und —erkennung durch die Th-Zelle sowie
wahrscheinlich Aktivitdt von weiteren Signalwegen zu sein (den Haan 2000).

All diese Erkenntnisse fiihrten zu der Modellvorstellung, dass Th-Zellen {iiber die
Signalwirkung von CD40L im Kontext von Antigenpridsentation und kostimulatorischen
Molekiilen in der Lage sind, die ZTL Antwort auszuldsen und die Expansion spezifischer
Th-Zellen zu fordern. Dabei erfolgt die Induktion spezifischer ZTL {iiber 4.1BB-4.1BBL
Signaltransduktion umso effizienter, je schwicher oder kiirzer der Epitopkontakt am TZR
bzw. je weniger ausgeprigt die umgebende Entziindungssituation ist (den Haan 2000 und
Bevan, 2009).

Bei starken Immunreaktionen infolge einer akuten Infektion scheint die Aktivierung der
APC durch Erkennung von PAMPs iiber TLR, konsekutive Zytokinsekretion und bei
Antigenerkennung mittels TZR die Induktion der ZTL iiber B7-CD28 Interaktion zu
tiberwiegen (Iwasaki & Medzhitov, 2004 und Bevan, 2007).

Dessen ungeachtet erfiillt das 4.1BB-4.1BBL Rezeptor-Ligand-Paar wichtige Aufgaben in
der  Aufrechterhaltung  von  Entziindungsreaktionen  und  aktivierten = ZTL,
Antitumorimmunitit, Selbsttoleranz sowie fiir die Ausbildung von CD8*-Ged:ichtniszellen
(Wang, 2009). Angesichts dieses beachtlichen Einfluss von 4.1BB-4.1BBL auf die
Immunmodulation untersuchen Forscher derzeit auch, inwiefern hier neue Moglichkeiten
zur  Therapie @ von  chronischen  viralen  Infektionen, = Malignomen  und
Autoimmunerkrankungen zu finden sind (Vonderheide, 2003 und Wang, 2009).

Somit sind CD4" T-Zellen sowohl zur ZTL-Induktion in wenig entziindlichem Milieu sowie
zur Generation eines immunologischen Gedachtnisses essentiell (Bevan, 2007).

1.8.  Aktuelle Methoden der T-Zell-Diagnostik

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Technologien zum T-Zell Nachweis
entwickelt, die sich grob in zwei Kategorien einteilen lassen.

Die erste Gruppe von Verfahren beruht auf der direkten Identifizierung und Quantifizierung
Polypeptid-spezifischer T-Zellen unter Einsatz von Peptid-HLA Multimeren, wie
beispielsweise Tetrameren (Beckman Coulter), Pentameren (Proimmune) und Streptameren
(IBA) in Kombination mit Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern gegen fiir definierte T-
Zell-Subpopulationen charakteristische Oberflichenmarker. Dieses Verfahren ermdéglicht
eine sensitive Quantifizierung epitopspezifischer T-Zellen mit bekannter MHC-Restriktion.
Eine Analyse der Funktionalitit von T-Zellen ist mit diesem Verfahren nicht moglich. Die
bedeutendsten Einschrinkungen bei der Verwendung von Peptid / MHC Multimeren fiir das
Routinemonitoring Krankheits- oder Erreger-spezifischer T-Zellen ergeben sich daraus, dass
die MHC Peptid Multimere sowohl Epitop als auch HLA-spezifisch sind. Somit erfordert
ein umfassendes Monitoring Virus bzw. Krankheits-spezifischer T-Zellen den Einsatz eines
breiten Spektrums unterschiedlicher Peptid / MHC Multimere, was mit einem hohen
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Kostenaufwand verbunden ist. Zudem sind diese Peptid / MHC Multimere bislang nur fiir
ein begrenztes Spektrum von MHC Proteinen, insbesondere fiir verschiedene hiufig in der
Bevolkerung vertretene MHC-Klasse-I Proteine verfiigbar.

Ein weiteres Verfahren zur Messung spezifischer T-Zellen beruht auf dem Einsatz Peptid-
beladener HLA-Molekiile, die mit griin fluoreszierendem Protein (GFP) gekoppelt sind. Die
epitopspezifische Erkennung und Bindung dieser Komplexe durch den T-Zell-Rezeptor
fiihrt zu einer Internalisierung der GFP-markierten Peptide, wodurch die entsprechende CTL
sichtbar wird (Tomaru et al., 2003).

Im Gegensatz dazu beruhen die ,,funktionellen* Verfahren zum Monitoring spezifischer T-
Zellen auf der ex vivo Stimulation von T-Zell- und APC-haltigen Blutleukozyten mit
Stimulatorantigenen und dem anschlieBenden Nachweis von Reifungsprozessen in
spezifisch reaktivierten T-Zellen mittels verschiedener Technologien.

Der Nachweis spezifischer CD4" T-Zellen erfolgt hierbei iiblicherweise durch die
Stimulation von APC und T-Zell-haltigen Patientenproben (z.B. heparinisiertes Vollblut,
isolierte periphere mononukledre Zellen des Blutes (PBMC)) mit Proteinen, Polypeptiden
oder Peptiden mit einer Linge von 15 bis 25 Aminosduren und dem Nachweis der
spezifischen T-Zellaktivierung durch die Bestimmung der Produktion charakteristischer
Markerzytokine (z.B. mittels durchflusszytometrischer ~Verfahren (intrazelluldre
Zytokinfarbung, Zytokin Sekretion Assay), der ELISPOT oder ELISA Technik oder anhand
der Bestimmung der T-Zellproliferation z.B. mittels eines Bromdeoxyuridin (BrdU), [*H]-
Thymidin oder CSFE Proliferation Assay.

Dagegen erfolgt der Nachweis spezifischer CD8" T-Zellen (CTL) iiblicherweise durch die
Stimulation APC und T Zell-haltiger Patientenproben mit kurzen Peptiden von 8 bis 16 AS
Linge oder rekombinanten Viren, welche die Zielstrukturen von T-Zellen exprimieren und
die anschlieBende Bestimmung der produzierten Markerzytokine (iiblicherweise IFN-y)
mittels durchflusszytometrischer Verfahren (z.B. intrazelluldre Zytokinfarbung) oder unter
Einsatz der ELISpot bzw. ELISA Technologie.

Diese verfiigbaren Technologien ermoglichen einen effizienten Nachweis und eine
Quantifizierung Krankheits- und erregerspezifischer CD4" oder CD8" Gediichtnis T-Zellen,
eignen sich aber nicht oder nur sehr begrenzt zum Nachweis aktivierter T-Helferzellen, die
transient bei aktiven Krankheitsgeschehen auftreten.

1.9. Das Reverse Signalling von Th-Zellen: ein innovativer Ansatz zur
Bestimmung erregerspezifischer aktivierter T-Zellen

Da epitopspezifische aktivierte T-Zellen iiber CD40-CD40L Signaltransduktion eine
Aktivierung der Promotoren von 4.1BBL und OX40L sowie die nachfolgende Synthese von
4.1BBL und OX40L in der APC auslosen (Lane, 1999), ldsst sich umgekehrt durch
Nachweis dieser T-Zell induzierten Komponenten in der APC auf den Reifegrad der
beteiligten T-Zelle schlieBen. Dieses Verfahren wird Reverse T-Zelltechnologie genannt
(Arbeitsgruppe Herr PD Dr. Ludwig Deml, unveroffentlichte Daten). In dieser Arbeit soll
untersucht werden, ob nach Inkubation von Blutzellen eines Probanden mit einem
krankheits- oder erregerspezifischen Antigen durch Nachweis einer gesteigerten Expression
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des 4.1BBL oder OX40L auf das Vorhandensein von aktivierten epitopspezifischen T-
Zellen — und somit eine akute Infektion — geschlossen werden kann.

4.1BBL
CD40L
TZR
: OX40L
Hochaffine
alktivierte

CDd*-T-Zele

Abbildung 3: Das Prinzip der Reversen T-Zelltechnologie (RTT).

Der Kontakt einer hochaffinen aktivierten T-Helferzelle mit einer APC fiihrt vermittelt durch die
gleichzeitige Interaktion Peptid-beladener MHC-Klasse-II Molekiile mit dem TZR, und des APC stindigen
CD40 Molekiils mit dem T-zellstandigen CD40L zu Reifungsprozessen in der APC, die sich beispielsweise
in der Aktivierung der Promotoren der Gene fiir 4.1BBL und OX40L und einer transienten Expression und
Exposition der zugehorigen Genprodukte auf der Oberfliche der APC duBern. Die gesteigerte Produktion
dieser T-Zell-induzierten Faktoren in APC dient hier als Biomarker fiir den Nachweis erregerspezifischer
aktivierter T-Helferzellen.

4.1BBL: 4.1BB Ligand; APC: Antigen-priasentierende Zelle; CD40L: CD40-Ligand; MHC-II: MHC
(major histocompatibility complex)-Klasse-1I-Molekiil; OX40L: OX40-Ligand; P: Promotor; TZR: T-Zell-
Rezeptor

1.10. Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen des zuvor genannten Forschungsvorhabens soll am Beispiel der Tuberkulose
untersucht werden, ob die Transfektion von Expressionsvektoren, welche fiir mit ER- und
endosomalen Translokationssignalen ausgestattete chimére Proteine kodieren eine geeignete
Strategie zur Epitopbeladung von MHC Kilasse-1I Molekiilen auf APC und insbesondere B-
Zellen darstellt. Dieses Verfahren soll zudem mit der Inkubation von 16slichem Protein mit
PBMC oder Vollblut verglichen werden. Die Tuberkuloseerkrankung wurde als
Modellsystem ausgewdhlt, da klinisch der Bedarf nach einem sensitiven und spezifischen
diagnostischen Werkzeug zur Differenzierung zwischen einem akut-infektiosen und einem
latenten Geschehen grof3 ist.

In einem ersten Arbeitspaket soll untersucht werden, inwiefern die Transfektion von
Expressionsvektoren in B-Zellen und PBMC unter Verwendung des Human B Cell
Nucleofector® Kits der Lonza Cologne AG, Koln zur erfolgreichen Antigenprisentation
geeignet ist. Dazu sollen PBMC sowie aufgereinigte B-Zellen und Zelllinien unter
Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kits mit dem Plasmid pmaxGFP® - einem
Expressionsvektor des griin fluoreszierenden Protein (GFP) — transfiziert werden (beide
Lonza Cologne AG, Koln). Als Nachweis einer erfolgreichen Transfektion soll zu
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verschiedenen Zeitpunkten die Expression von GFP in humanen B-Zellen, T-Zellen und
PBMC durchflusszytometrisch bestimmt werden. Ferner soll untersucht werden, inwiefern
unter Verwendung dieses Systems die Vitalitidt der eingesetzten Zellpopulation leidet.

In einem zweiten Arbeitspaket sollen Vektoren zur Expression der TB-spezifischen Proteine
ESAT-6 sowie des Fusionsproteins ESAT-6/ CFP-10 in APC generiert werden. Die
Antigene ESAT-6 und CFP-10 aus dem Mycobacterium-tuberculosis-Komplex (Lalvani,
2001 und Jiang, 2009) wurden gewihlt, da sie immundominante Proteine der TB-
spezifischen zellvermittelten Immunantwort darstellen. Um die Préasentation dieser
intrazelluldr synthetisierten Proteine auf MHC-II Molekiilen zu gewdhrleisten, sollen den
Sequenzen  jeweils zwei  Lokalisierungskonstrukte  des  Lysosom-assoziierten
Membranprotein 1 (LAMPI1) hinzugefiigt werden. Die Funktionalititstestung soll mittels
Transfektion der klonierten Expressionsvektoren in PBMC sowie Zellen der B-Zelllinie
DG75 und die anschlieBende Bestimmung der Proteinexpression mittels Immunoblot
Analysen erfolgen. Zudem soll ein Zellkulturmodell geschaffen werden, indem die
Fahigkeit plasmidtransfizierter APC zur Stimulation spezifischer T-Helferzellen als Marker
fiir die MHC Klasse-II Beladung der APC mit Peptiden der exprimierten Proteine aus dem
Mycobacterium-tuberculosis-Komplex untersucht werden kann. Hierfiir sollen zunichst
ESAT-6/ CFP-10 spezifische T-Helferzellen iiber mehrere Tage bis Wochen expandiert
werden. In diesem Zellkultursystem sollen zudem Plasmid-transfizierte und mit 16slichen
rekombinanten Antigenen inkubierte APC beziiglich ihrer Féhigkeit zur Reaktivierung
spezifischer T-Helferzellen vergleichend getestet werden. Die Bestimmung des Anteils
aktivierter T-Helferzellen soll durchflusszytometrisch mittels intrazelluldrer IFN- y Farbung
erfolgen.

Die etablierten Verfahren zur Beladung von APC mit MTBC-Antigenen sollen schlielich
in einem letzten Arbeitspacket beziiglich ihrer Eignung zum Nachweis und der
Quantifizierung MTBC-spezifischer T-Zellen im Blut von Patienten mit einer aktiven bzw.
latenten Tuberkulose getestet werden. Hierbei soll auch untersucht werden, ob die Zahl
spezifischer, IFN-y produzierender T-Helferzellen Riickschliisse auf das Stadium der
Tuberkuloseerkrankung zulésst.
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Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1.Material

2.1.1. Gerite und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Gerite sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite

Name

Hersteller

Agarosegelkammer Agargel
Brutschrank

Brutschrank

Centrifuge 5417R (Tischzentrifuge)
COULTER® EPICS® XL-MCL™
Eismaschine AF 100

FACSCanto II

Fast-Blot semidry-Apparatur
GeneAmpTM 9600

Heizblock Thermomixer 5436
Heiz- und Riihrplatte

iCycler

Mastercycler Gradient
MidiMACS™ Separator
Mikroskop Leica DMIL

Mili-Q plus ultra pure water system
Minigel-Apparatur

Multifuge 3 S-R
Neubauer-Zahlkammer Superior
Nucleofector®

Orbital Shaker

Pipetboy acu

Promax 2020

Sterilbank

Ultra-Gefrierschrank

Sonifier 450

UV-Durchlichtschirm

UVICON 930 Spektrometer
Wasserbad

Biometra, Gottingen

Heraeus Instruments, Hanau

Binder GmbH, Tuttlingen

Eppendorf AG, Hamburg

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Scotsman, Vernon Hills, IL, USA
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Biometra, Gottingen

PerkinElmer, Waltham, MS, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Heidolph Instruments, Schwabach
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Eppendorf AG, Hamburg

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Leica Microsystems,Wetzlar

Millipore, Billerica, MA, USA
Biometra, Gottingen

Heraeus Instruments, Hanau
Marienfeldt, Ladau

Lonza Cologne AG, Koln

Forma Scientific, Marietta, OH, USA
Integra Biosciences GmbH, Fernwald
Heidolph Instruments, Schwabach
BDK, Sonnenbiihl-Genkingen

Heraeus Instruments, Hanau

Branson, Danbury, CT, USA
Bachhofer Laboratoriumsgerite, Reutlingen
Kontron Instruments

Memmert, Schwabach

Alle verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt.
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Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

CryoTube™-Gefidlle

Eppendorf Reaktionsgefifl 1,5 ml, 2 ml

FACS Rohrchen

Falcon™ Ro6hrchen 15 ml, 50 ml
Blotting Papier MN 218 B

Falcon Kulturflaschen 25, 75 cm?
gestopfte Pipettenspitzen
Halb-Mikro-Kiivette

LS-Séule

Microplate Reader 550
MULTIWELL™ 6-/12-Napf-Platte
Nitrozellulosemembran

PCR Reaktionsgefifle 0,2 ml, farblos
Pipettenspitzen 10 pl
Pipettenspitzen 200 ul, gelb
Pipettenspitzen 1000 ul, blau
Plastikpipetten Cellstar 5, 10, 25 ml
QIAquick-Saulchen

sterile Transfer-Pipetten
Zellkulturplatte, 96 Rundbodennépfe

Nalge Nunc International, Hereford, UK
Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Macherey-Nagel, Diiren

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Bio-Rad, Hercules, USA

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Biozym Scientific, Hess. Oldendorf
Biozym Scientific, Hess. Oldendorf
Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Qiagen, Hilden

Sarstedt AG & Co., Numbrecht

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

2.1.2. Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Name Hersteller

Aceton Merck, Darmstadt

Acrylamid 4K AppliChem GmbH, Darmstadt
Agarose Cambrex Bio Science, Rockland, USA
Ampicillin AppliChem GmbH, Darmstadt

APS Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Bacto-Trypton

Borséure

Brefeldin A

Bromphenolblau

BSA

DTT
DNA-Molekulargewichts-Standard
dNTPs

Dulbecco’s ISCOVE Medium

Difco Laboratories GmbH, Augsburg
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt
Boehringer, Hildesheim
PerkinElmer, Waltham, MS, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
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EDTA

Ethanol
Ethidiumbromid
FACS lysing solution
FKS

Glycerin

Glyzin

GM-CSF
Hefeextrakt
Heparin

IL-1B

IL-2

IL-4

IL-6

Insulin

Ionomycin
Isopropanol
Kaliumacetat

KCl

KH,PO,
Magermilchpulver
Mercaptoethanol
Methanol

MgCl,

NaCl

Na,HPO,

NaOH
Natrium-Desoxycholat
NBT/BCIP Stock Solution
PanColl

PFA

10 x PCR Puffer I
Pen/Strep

PGE,

PMA
Ponceau-Sulfosalicylsdure
Propidiumjodid
RPMI 1640
Saponin

SDS

Saccharose
Sulfosalicylsidure
TEMED

TNF

Transferrin
Trichloressigsidure
Tris/ HCI

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Merck, Darmstadt

VWR International, Darmstadt
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

CellGenix Technologie Transfer, Freiburg

Difco Laboratories GmbH, Augsburg

Ratiopharm, Ulm

CellGenix Technologie Transfer, Freiburg
CellGenix Technologie Transfer, Freiburg

CellGenix Technologie Transfer, Freiburg

CellGenix Technologie Transfer, Freiburg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Topfer GmbH, Dietmannsried/Allgiu
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
PerkinElmer, Waltham, MS, USA
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Axxora Deutschland GmbH, Lorrach
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck, Darmstadt

CellGenix Technologie Transfer, Freiburg
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Tween 20
Xylencyanol

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

2.1.3. Nihrmedien und Puffer

Verwendete Nihrmedien sind in Tabelle 2.4 aufgefiihrt, verwendete Puffer in Tabelle 2.5.

Tabelle 2.4: Ubersicht iiber die verwendeten Nihrmedien

Name

Zusammensetzung

LB-Medium

LB,mp-Medium

DG75-Medium

B-Zellmedium (BZM)

iDC-Medium

mDC-Medium

Expansionsmedium

5 g NaCl

10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

ad 1 L mit H,O bid., pH 7,3 einstellen

5 g NaCl

10 g Bacto-Trypton

5 g Hefeextrakt

ad 1 L mit H,O bid., pH 7,3 einstellen
50-200 pg/ml Ampicillin

RPMI Medium 1640
10 % (v/v) FKS
1 % (v/v) Pen/Strep

Dulbecco’s ISCOVE Medium

10 % (v/v) inaktiviertes Humanserum
6 ng/ml 1L-4

5 pg/ml Insulin

50 pg/ml Transferrin

RPMI Medium 1640

10 % (v/v) inaktiviertes Humanserum
500 U/ml GM-CSF

500 U/ml IL-4

RPMI Medium 1640

10 % (v/v) inaktiviertes Humanserum
500 U/ml GM-CSF

10 ng/ml IL-1B

500 U/ml IL-4

1000 U/ml IL-6

1 pg/ml PGE,

10 ng/ml TNF

RPMI Medium 1640

5 % (v/v) inaktiviertes Humanserum
1 % Pen/Strep

50 U/ml IL-2
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Tabelle 2.5: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer

Name Zusammensetzung

PBS, 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH,PO,

AP-Puffer 0,05 M MgCl,
0,1 M NaCl
0,1 M Tris/HC1

Boiling-Mix 40 % (w/v) Saccharose
1 % (w/v) SDS
100 mM Tris/HCI1 pH 7,0
1:1000 (v/v) gesittigte wissrige Bromphenolblaulosung
10 % (v/v) Mercaptoethanol

DNA-Auftragspuffer 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
40 % (w/v) Saccharose

MACS-Puffer PBS,

2 mM EDTA

0,5 % (w/v) BSA
SDS-Puffer 14,41 g Glyzin

1 gSDS

3,03 g Tris-Base
ad 1 L mit H,O bid.

T4-Ligase-Puffer 20 mM Tris / HCI pH 7,6
5SmM DTT
5 pg/ml BSA
0,1 mM ATP

TBE 27,5 g Borsdure
20 ml 0,5 M EDTA
54 g Tris-Base
ad 1 L mit H,O bid.

TBS 8,766 g NaCl
1,211 g Tris-Base
ad 1 L mit H,O bid.

TTBS 8,766 g NaCl
1,211 g Tris-Base
0,1 % (v/v) Tween20
ad 1 L mit H,O bid.

Sammelgelpuffer 0,625 M Tris/HCI
pH 6,8
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Trenngelpuffer 1,88 M Tris/HCI
pH 8,8

Westernblotpuffer 113,2 g Glyzin
36 g Tris-Base
ad 1 L mit H,O bid.

Tankblotpuffer 72 g Glycin
15 g Tris-Base
1 L Methanol
ad 5 L mit H,O bid.

2.1.4. Bakterien und Zellen

Bei allen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungen wurde der Escherichia coli
(E. coli) K12-Bakterienstamm DHS5a (Hanahan, 1983) verwendet. Dieser Stamm lag bereits
transformationskompetent in der Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. Deml vor.

Die DG75-Zelllinie wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. Hans-Helmut Niller,
Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitit Regensburg zur
Verfiigung gestellt. Sie wurde 1975 aus dem Pleuraerguss eines zehnjdhrigen Jungen
gewonnen, der an einem Burkitt Lymphom litt (Ben Bassat, Goldblum ez al. 1977).

Die fiir die Untersuchungen bendotigten Blutzellen wurden einem Kollektiv von Patienten
mit aktiver und persistierender Tuberkulose sowie von gesunden Kontrollpersonen
entnommen. Im Rahmen dieser Blutentnahme wurden die freiwilligen Spender
vorschriftsméBig aufgeklirt. Fiir die Blutentnahmen liegt ein genehmigter Ethikantrag vor,
die zugehorige Patienteninformation und Einverstidndniserkldrung sind der Arbeit als
Anhang A und Anhang B beigefiigt. Eine Auflistung der Probanden und deren TB-Status
zeigt Tabelle 2.6. Die Kultivierung der aus heparinisiertem Vollblut isolierten PBMC (engl.
peripheral blood mononuclear cells, periphere mononukledre Blutzellen) erfolgte im jeweils
angegebenen Medium.

Tabelle 2.6: Liste der Blutspender

Nummer TB-Status Geschlecht  Alter
30 negativ, keine BCG Impfung weiblich 38
22 negativ, BCG geimpft weiblich 23
31 latent, zuletzt akut 1987 weiblich 56
13 negativ, BCG geimpft weiblich 24
32 negativ, keine BCG Impfung weiblich 24
33 negativ, BCG geimpft weiblich 27
34 negativ, BCG geimpft weiblich 27
16 negativ, BCG geimpft weiblich 23
11 negativ, BCG geimpft weiblich 28
35 Negativ weiblich 24
36 negativ, keine BCG Impfung weiblich 24

37 negativ, keine BCG Impfung weiblich 23
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38 latent weiblich unbekannt
39 negativ, keine BCG Impfung weiblich 27
40 akut, Kultur pos. weiblich unbekannt
26 negativ weiblich 26
24 latent, zuletzt akut 2001 weiblich 53
41 latent, zuletzt akut 2004 weiblich 46
25 latent weiblich 55
98 negativ, keine BCG Impfung ménnlich 34
42 akut, Kultur pos. ménnlich 54
43 akut, Kultur pos. ménnlich 46
44 akut, Kultur pos., QFT negativ  ménnlich 74

2.1.5. Nukleinsduren

2.1.5.1. Plasmide

Als Ausgangsvektor zur Herstellung der Expressionskonstrukte diente eine Variante des
kommerziell erhiltlichen Vektors pcDNA3.1(+) (Invitrogen GmbH, Karlsruhe), welche eine
Deletion des Gens fiir die Neomycin-Resistenz aufweist. Dieser Vektor enthilt zudem unter
der Kontrolle des CMV immediate early Promotors ein synthetisches Fusionsgen, welches
fiir die N-terminal lokalisierte Adressierungssequenz fiir das endoplasmatische Retikulum
und die C-terminal gelegene lysosomale Adressierungssequenz des humanen LAMP-1
Proteins kodiert. Eine zwischen den Gensequenzen fiir die beiden Adressierungssignale
gelegene Bam HI-Schnittstelle ermoglicht das FEinfiigen von Genen fiir beliebige
Fremdproteine. Mit Hilfe dieser Adressierungssequenzen ist es moglich, intrazellulér
exprimierte Proteine in den MHC-Klasse-1II Prozessierungsweg einzuschleusen (Wu, 1995).
Der beschriebene Vektor pcDNA3.1(+)ANeolLAMP (sieche Abbildung 4) lag bereits im
Labor von Herrn PD Dr. Deml vor.
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Abbildung 4: Der Vektor pcDNA3.1 (*)ANeoLAMP.

Ampicillin: Gen fiir die f-Laktamase (vermittelt eine Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin); CMV
prom: immediate early Promotor des Cytomegalievirus; 77 Promotor: Promotor des Phagen T7, LAMP-1:
Gen des Lysosome-associated membrane protein 1, ER: Signalsequenz des LAMP-1 fiir das
Endoplasmatische Retikulum; LY: Signalsequenz des LAMP-1 fiir das Lysosom, BGH pA:
Polyadenylierungssignal des bovine growth hormone ; fI ori: origin of replication des Phagen f1; pUC ori:
origin of replication des pUC Plasmids; 4ANeo: bezeichnet die Deletion des Resistenzgens gegen das
Antibiotikum Neomycin.

Der Vektor pET-22b(")_esxAB, welcher die Gensequenzen der Proteine ESAT-6 und CFP-
10 aus Mycobacterium tuberculosis als Fusionsprotein trigt, wurde mir freundlicherweise
von Frau Dr. Petra Lindner (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der
Universitdt Regensburg) zur Verfiigung gestellt (siehe Abbildung 5).

esxB

esx A

pET-22b(+) esxAB
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Abbildung 5: Der Vektor pET-22b(*)_esxAB.
esxB: Gen von CFP-10, esxA: Gen von ESAT-6.

2.1.5.2. Oligonukleotide

Zur Amplifikation der Gensequenzen von ESAT-6 bzw. ESAT-6/CFP-10 fiir
Klonierungsarbeiten sowie zur Uberpriifung der Korrektheit neu klonierter
Expressionsvektoren wurden in PCR Reaktionen folgende Primer eingesetzt:

CFP-10 for (§* GGAGGGGATCCATGGCAGAGATGAAGACCG 39)
CFP-10 seq (5 CTCCACCTGGTCGATCTGGG 3°)

ESAT-6 for (5° GGAGGGGATCCATGACAGAGCAGCAGTGGA 39)
ESAT-6 rev (§° GGAGGGGATCCTGCGAACATCCCAGTGACG 3°)
ESAT-6 seq (5 CTTCCCCTCGTCAAGGAGGG 3°)

2.1.6. Enzyme

Fiir Klonierungsarbeiten wurden die Restriktionsenzyme Bam HI (Boehringer, Hildesheim)
und Bgl II (NEB, Frankfurt am Main) verwendet. Ferner kam die Tag-Polymerase 5U
(PerkinElmer, Waltham, MS, USA) und die T4-DNA-Ligase (NEB, Schwalbach/Taunus)
zum Einsatz.

2.1.7. Rekombinante Proteine

Die rekombinant in E. coli hergestellten Proteine ESAT-6 und das Fusionsprotein ESAT-
6/ CFP-10 aus Mycobacterium tuberculosis wurden dankenswerterweise von Frau Dr. Petra
Lindner (Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitit Regensburg)
zur Verfiigung gestellt.

2.1.8. Verwendete kommerziell erhiltliche Kits

Die in dieser Arbeit verwendeten kommerziell erhiltlichen Kits sind in Tabelle 2.7
aufgefiihrt.

Tabelle 2.7: Verwendete kommerziell erhiltliche Kits

Name Hersteller

B Cell Isolation Kit II° Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
CD4* T Cell Isolation Kit II® Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
CD14 MicroBeads human Kit®  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Human B Cell Nucleofector® Kit  Lonza Cologne AG, Kéln
QIAquick Gel Extraction Kit® Qiagen, Hilden
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2.1.9. Antikorper
Alle im Rahmen der Arbeit beniitzten Antikérper sind zusammen mit ihrem

Verwendungszweck in Tabelle 2.8 aufgelistet.

2.1.10. Computerprogramme

Tabelle 2.8: Verwendete Antikorper

Name Hersteller Verwendungszweck
anti CD3 APC Cy7 Ab  Becton Dickinson, Heidelberg Durchflusszytometrie
anti CD3 ECD Ab Beckman Coulter, Krefeld Durchflusszytometrie
anti CD3 FITC Ab Becton Dickinson, Heidelberg Durchflusszytometrie
anti CD4 APC Ab Beckman Coulter, Krefeld Durchflusszytometrie
anti CD4 Pc5 Ab Becton Dickinson, Heidelberg Durchflusszytometrie
anti CD8 PerCP Ab Becton Dickinson, Heidelberg Durchflusszytometrie
anti CD8 ECD Ab Beckman Coulter, Krefeld Durchflusszytometrie
anti CD19 Pc5 Ab Becton Dickinson, Heidelberg Durchflusszytometrie
anti CD28 Ab Becton Dickinson, Heidelberg T-Zell-Expansion
anti CD49d Ab Becton Dickinson, Heidelberg T-Zell-Expansion
anti ESAT-6 ab, Mouse Abcam plc., Cambridge, England Western Blot
monoclonal (ab26246)

anti [FN-y FITC Ab Becton Dickinson, Heidelberg Durchflusszytometrie
anti [IFN-y PE Ab Beckman Coulter, Krefeld Durchflusszytometrie
anti Mouse AP Ab, Goat Dako Cytomation, Glostrup, Western Blot

polyclonal

Déianemark

Die Texte dieser Arbeit wurden mit Microsoft Word 2007 (Microsoft Corp., Redmond,
USA) erstellt, Tabellen und Diagramme mit Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corp.,
Redmond, USA) und Sigma Plot, Version 10.0 (Systat Software Inc., San Jose, USA). Die
Plasmidgrafiken wurden mit pPDRAW 32 (AcaClone) erzeugt.
Die Auswertung der durchflusszytometrischen Messdaten erfolgte unter Einsatz der
Programme Expo 32 ADC (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) und FACSDiva™ 6.0 (BD
Biosciences, San Jose). Bilder wurden mit Adobe Photoshop CS2, Version 9.0.2 (Adobe
Systems GmbH, Miinchen) und Corel Photo-Paint 8 (Corel Corp., Ottawa, Kanada) erstellt
und bearbeitet. Fiir Literatur- und Sequenzsuche wurde die PubMed Publikations- und

Sequenzdatenbank verwendet.
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2.2. Methoden

2.2.1. Arbeiten mit Bakterien
2.2.1.1. Kultivierung und Lagerung von Bakterien

2.2.1.1.1. Flissigkulturen

Steriles LBymp-Medium wurde mit einer Einzelkolonie von Bakterien angeimpft und iiber
Nacht bei 37 °C im einem Inkubationsschiittler (Orbital Shaker, Forma Scientific, Marietta,
OH, USA) bei 180 rpm inkubiert. Die Bestimmung der Bakterienkonzentration erfolgte
photometrisch bei einer Wellenldnge von 600 nm (UVICON 930 Spektrometer, Kontron
Instruments) gegen das Kulturmedium (1 ODggp = 8 x 108 Bakterien/ml).

2.2.1.1.2. Plattenkulturen

Mit einer sterilen Impfose wurden von einer einzelnen Bakterienkolonie, aus einer
Fliissigkultur oder einer Glycerinkultur Bakterien aufgenommen und auf einer LB- oder, im
Falle von transformierten Bakterien mit Ampicillinresistenz, auf LB,n,-Agarplatten (LB
oder LBy, Medium mit 1,5 % (w/v) Agar so ausgestrichen, dass nach Inkubation iiber
Nacht im 37 °C Brutschrank (Heraeus Instruments) Einzelkolonien isoliert werden konnten.

2.2.1.1.3. Glycerinkulturen

Die Bakterien einer Einzelkolonie wurden in 5 ml Fliissigkultur aufgenommen, nach
Erreichen der stationdren Phase fiir 5 Minuten bei 4.000 rpm in einer Tischzentrifuge
(Centrifuge 5417R, Eppendorf) abzentrifugiert, in 0,5 ml LB-Medium resuspendiert und in
CryoTubeTM-Gefallen (Nalge Nunc International, Hereford, UK) mit 0,5 ml sterilem
Glycerin (37 %) gemischt. Die so erhaltenen Kulturen sind bei -80 °C in einem Ultra-
Gefrierschrank (Heraeus Sepatec, Osterode) nahezu unbegrenzt haltbar.

2.2.1.2. Transformation von DNA in Bakterienzellen

Transformationskompetente Escherichia coli (E. coli)-Bakterien wurden auf Eis aufgetaut
und pro Ansatz 100 ul der Suspension mit 1 pg Plasmid-DNA versetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 Minuten auf Eis, in der die DNA an die Zellen adsorbieren konnte,
wurden die Proben fiir 45 Sekunden auf 42 °C (Thermomixer 5436, Eppendorf) erwarmt
und anschlieBend fiir 5 bis 10 Minuten auf Eis gestellt. Der Reaktionsansatz wurde nach
Zugabe von 900 pl LB-Medium fiir 1 Stunde bei 37 °C schiittelnd inkubiert. In dieser Zeit
erfolgt die Expression der auf dem Expressionsplasmid kodierten B-Lactamase, welche eine
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Resistenz gegen Ampicillin vermittelt. AnschlieBend wurde die Bakteriensuspension auf
LB.mp-Selektionsplatten ausgestrichen und itiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank angezogen,
um transformationspositive Einzelkolonien zu erhalten.

2.2.2. Arbeiten mit DNA

2.2.2.1. Préparation von Plasmid-DNA mit alkalischer Schnelllyse

Kleine Mengen Plasmid-DNA fiir Klonierungsarbeiten und zur Charakterisierung positiver
Klone wurden aus 5 ml Ubernachtkulturen durch alkalische Schnelllyse (rapid lysis)
gewonnen (Birnboim & Doly, 1979). Hierzu wurden jeweils 1,5 ml der Bakterienkultur in
1,5 ml Reaktionsgefdle iiberfithrt und 10 Minuten bei 3.000 rpm in einer Tischzentrifuge
abzentrifugiert. Das resultierende Bakteriensediment wurde in 250 pl Puffer S1 (50 mM
Tris/ HCI, 10 mM EDTA, 100 pg RNase A/ml, pH 8) resuspendiert. Nach Zugabe von
250 pl Puffer S2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) wurde der Inhalt des Reaktionsgefialles durch
wiederholtes Schwenken gemischt. AnschlieBend wurde 250 pl eiskalter Puffer S3 (2,8 M
Kaliumacetat, pH 5,1) zur Fillung von Proteinen, SDS und chromosomaler DNA zum
Ansatz pipettiert. Nach vorsichtigem Mischen und einer zwanzigminiitigen Inkubation auf
Eis wurden die gefillten Komponenten durch Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 30 Minuten
bei 4 °C in der Tischzentrifuge pelletiert. Der resultierende Uberstand wurde in ein neues
1,5 ml Reaktionsgefidll iiberfithrt und nach Zugabe von 630 ul Isopropanol durch
Schwenken gemischt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz bei 14.000 rpm fiir
30 Minuten bei 4 °C in der Tischzentrifuge abzentrifugiert, um die durch das Isopropanol
gefillte Plasmid-DNA zu pelletieren. Das erhaltene DNA-Pellet wurde im Weiteren mit 1
ml 70 % Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 50 ul H,O bid. aufgenommen. Die
resultierende Plasmid-Losung wies in der Regel eine DNA-Konzentration von ca. 200 ng/ul
auf. Ublicherweise wurden 10 pl dieser Plasmid-Losung im Restriktionsansatz verwendet.

2.2.2.2. Photometrische Konzentrationsbestimmung von Plasmid-DNA

Die Konzentration und Reinheit isolierter Plasmid-DNA wurde mit Hilfe eines Zweistrahl
Spektrometers (UVICON 930 Spektrometer, Kontron Instruments) in einem UV-
Absorptionsspektrum zwischen 230 nm und 300 nm ermittelt. Aus dem Wert der optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenldnge von 258 nm (OD;ss) konnte anschlieBend die
Konzentration doppelstrangiger DNA (dsDNA), also Plasmid DNA, berechnet werden
(1 ODysg = 47,5 pg dsDNA/ml).

2.2.2.3.  PCR Analyse

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur exponentiellen Vermehrung
(Amplifikation) definierter Nukleinsduresequenzen in vitro. Diese Methode erdffnet die
Moglichkeit, gezielt ein DNS-Vorlagefragment zu vervielfiltigen und iiber die verwendeten
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Oligonukleotide geeignete Restriktionsschnittstellen fiir die Klonierung einzufiigen (Saiki,
1988).

Die PCR wurde priparativ zur Gewinnung ligierbarer DNS-Fragmente und analytisch zur
Charakterisierung rekombinanter Bakterienklone eingesetzt (siehe Kapitel 2.2.2.8.).

Die Durchfiihrung der PCR-Reaktionen erfolgte in einem programmierbaren Thermocycler
(iCycler, BioRad). Die hierbei verwendeten Oligonukleotide sind unter Kapitel 2.1.5.2.
aufgefithrt. Um Kontaminationen in den Versuchsansitzen zu vermeiden, wurden die
Reaktionen ausschlieBlich mit gestopften Pipettenspitzen (BIOZYM, Hess. Oldendorf)
angesetzt. Ein Standardansatz in einem Volumen von 50 pl enthielt folgende Komponenten:

Sul 10 x PCR Puffer I (PerkinElmer, Waltham, MS, USA)

8 ul 2 mM dNTPs (PerkinElmer, Waltham, MS, USA)

50 pmol 5' Oligonukleotid

50 pmol 3' Oligonukleotid

10-50 ng  DNS-Vorlagefragment

1wl Tag-Polymerase 5 U (PerkinElmer, Waltham, MS, USA)
Ad 50 pl Hzobid.

Zur Inkubation der Reaktionsansitze wurde folgendes Standardprogramm verwendet:

Einleitender Denaturierungsschritt: 94 °C, 5 Minuten
3-Stufen-PCR (25-30 Zyklen): 94 °C, 45 Sekunden (Denaturierung)
55 °C, 45 Sekunden(Oligonukleotidanlagerung)
72 °C, 30 Sekunden (Elongation)
AbschlieBender Polymerisationsschritt: 72 °C, 10 Minuten
Dauerkiihlung: 4°C

Zur Bestimmung der Ausbeute und GroB3e der produzierten PCR-Produkte wurden jeweils
5 ul der Probe auf ein Agarosegel aufgetragen und durch Gelelektrophorese zusammen mit
einer definierten Menge eines Molekulargewichtsstandards analysiert (siehe Kapitel
2.2.2.4).

Die PCR-Produkte wurden entweder ungereinigt weiterverwendet (PCR-Screening) oder
zweimal mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und anschlieBend gefillt.
Letzteres betraf Amplifikate, die vor einem Einsatz in Ligationsreaktionen durch
Restriktionsendonukleasen  gespalten  wurden sowie PCR  Produkte, die in
Sequenzierungsreaktionen verwendet wurden.

2.2.2.4.  Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung linearisierter DNA-Fragmente hinsichtlich ihres Molekulargewichtes
erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese. 2 % Agarose (Cambrex Bio Science, Rockland,
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USA) wurde in TBE-Puffer (54 g Tris-Base, 27,5 g Borsédure, 20 ml 0,5 M EDTA ad 1 L
H,O bid.) unter Aufkochen in der Mikrowelle gelost und mit Ethidiumbromid in einer
Endkonzentration von 50 ng/ml versetzt. Die DNA-Fragmente wurden im
Volumenverhiltnis 1:10 mit DNA-Auftragspuffer (0,25 % Bromphenolblau, 0,25 %
Xylencyanol, 40 % (w/v) Saccharose) versetzt und zur Abschidtzung der Fragmentgrofe
zusammen mit  entsprechendem  DNA-Molekulargewichts-Standard  (Boehringer,
Hildesheim) auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte bei
konstanter Stromstédrke (24 mA bis 200 mA) und Spannung (50 V bis 120 V, siehe Kapitel
2.2.4.1.3.). Die Detektion der DNA erfolgte anschlieBend mit Hilfe eines UV-
Durchlichtschirmes (Bachhofer Laboratoriumsgerite, Reutlingen) bei einer Wellenlidnge
von 312 nm, dem Absorptionsmaximum des DNA-interkalierenden Ethidiumbromids.

2.2.2.5. [Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die iiber die Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 2.2.2.4.) aufgetrennten DNA-
Fragmente wurden fiir die anschlieBende Ligation aus dem Agarosegel ausgeschnitten und
unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden) eluiert. Alle im
Versuch verwendeten Puffer wurden von der Firma Qiagen mitgeliefert. Die zu eluierende,
ausgeschnittene Bande wurde in 300 pl Puffer QG unter zehnminiitigem Schiitteln bei 50°C
gelost und anschlieBend mit 100 pl 100 %igem Isopropanol versetzt. Die resultierende
Suspension wurde in QIAquick-Sdulchen gefiillt. Beim anschlieBenden Zentrifugieren in
einer Tischzentrifuge (1 Minute, 13.000 rpm, RT) wurde die Losung durch die Siule
gepresst, wobei die DNA an die glasmilchhaltige S&dulenmatrix adsorbierte. Nach
zweimaligem Waschen mit 750 pl Puffer PE wurde die DNA mit 50 ul H;Opiq. von der
Sédulenmatrix eluiert.

2.2.2.6. Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die aus E. coli isolierte Plasmid-DNA wurde zur Charakterisierung und fiir priparative
Zwecke mit Restriktionsendonukleasen enzymatisch geschnitten. Eine Einheit (U)
bezeichnet dabei die Enzymaktivitit, die benotigt wird, um 1 ug A-DNA in einer Stunde bei
optimalen Temperatur-, Puffer- und pH-Bedingungen vollstindig zu schneiden.

In einem Standardansatz fiir einen pridparativen Verdau wurden 5 pg bis 30 pg Plasmid-
DNA mit je 60 U Restriktionsenzym Bam HI (Boehringer, Hildesheim) bzw. Bgl 11 (NEB,
Frankfurt am Main) und 5 pl Restriktionspuffer in einem Gesamtvolumen von 50 ul bei
einer vom Hersteller angegebener Temperatur fiir mindestens 90 Minuten inkubiert.

2.2.2.77. Ligation von DNA Fragmenten

Die isolierten Vektor- und Fragment-DNAs wurden je nach Fragmentgrofen in einem
molaren Verhiltnis von 1:2 bis 1:30 in die Ligationsreaktion eingesetzt. Der 20 ul Standard-
Ligationsansatz enthielt neben der Fragment-DNA 100 ng Vektor-DNA, 1 ul (1 U) T4-
DNA-Ligase (NEB, Schwalbach / Taunus) und 2 pl des zehnfach konzentrierten T4-Ligase-
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Puffers (20 mM Tris / HCI pH 7,6, 5 mM Dithiothreitol (DTT), 5 pg/ml BSA (bovines
Serumalbumin), 0,1 mM ATP). Die Reaktion erfolgte {iber Nacht bei einem
Temperaturgradienten von 0 °C bis RT und konnte anschlieBend direkt zur Transformation
von E. coli (siehe Kapitel 2.2.1.2.) verwendet werden.

2.2.2.8. PCR Verfahren zur Charakterisierung rekombinanter Bakterienklone

Zur Verifizierung einer korrekten Klonierung wurde ein PCR-basiertes Verfahren
verwendet. Mittels eines Auflerhalb des klonierten DNA-Fragmentes bindenen Primers
(foreward-Orientierung) und eines im klonierten DNA-Fragment bindenden Primers
(reverse-Orientierung) konnte bei Klonierung iiber eine Schnittstelle die Orientierung des
Inserts sowie die gelungene Klonierung iiberpriift werden.

Dazu wurde ein Teil einer Bakterienkolonie mit einer sterilen Impfose in einen 25 pl PCR-
Ansatz gegeben (siehe Kapitel 2.2.2.3.) der die benétigte Primer-Kombination enthielt. Die
PCR wurde unter Standard-Bedingungen durchgefiihrt. Lieferte die analytische PCR ein
DNA-Produkt der richtigen GroBe, wurde der Rest der zugehorigen Bakterienkolonie in
Fliissigkultur aufgenommen. Der Vorteil dieser Methode besteht darin, dass schnell und
unkompliziert viele Bakterienklone gleichzeitig untersucht werden konnen.

Zur genaueren Charakterisierung, insbesondere zur Uberpriifung der eingefiigten Inserts,
wurden alle neuen Plasmidkonstrukte in den entsprechenden Bereichen sequenziert. Dies
erfolgte durch die Firma Metabion®, Regensburg. Die anschlieBende groBmalBstibliche
Produktion von endotoxinfreier Plasmid-DNA erfolgte durch GeneArt®, Regensburg.

2.2.3. Arbeiten mit Zellen

2.2.3.1.  Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl aufgereinigter Zellen wurde regelmiBig mit der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die Neubauer-Zihlkammer besteht aus einem diinnen Deckgldaschen und einem
Objekttriger, in dessen Mitte ein Liniennetz geschliffen ist. Das Deckgldschen wurde so auf
den Objektriager gelegt, dass ein Hohlraum eines definierten Volumens entstand. 10 pl der
Zellsuspension wurde in diesen Hohlraum gefiillt, im Durchlichtmikroskop waren sowohl
Liniennetz als auch PBMC sichtbar. Zur Bestimmung der Zellzahl pro Milliliter der
Suspension wurden die Zellen in mehreren der kleinen mittigen Quadrate ausgezéhlt, daraus
der Mittelwert pro Quadrat gebildet, und dieser mit 250000 multipliziert.

2.2.3.2. Arbeiten mit DG75-Zellen

2.2.3.2.1. Auftauen von DG75-Zellen

Ein bei -80 °C tiefgefrorenes Aliquot wurde in einem Wasserbad (Memmert, Schwabach)
bei 37 °C schnellst moglichst aufgetaut und sofort mit 37 °C warmem DG75-Medium
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versetzt. Die Zellen wurden anschlieend bei 300 g fiir 10 Minuten abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet vorsichtig in auf 37 °C vorgewirmtem Kulturmedium
resuspendiert. In einem Gesamtvolumen von 10 ml wurden die Zellen in eine 25 cm® BD
Falcon™ Zellkulturflasche ausgesidt und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, aufrecht
stehend inkubiert.

2.2.3.2.2. Kultivierung von DG75-Zellen

Das Wachstum der Zellen erfolgte in 25 cm?® bzw. 75 cm® BD Falcon™ Zellkulturflaschen
im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,. Die Zellen wurden regelméfig im Mikroskop
kontrolliert und bei Bedarf in einem Verhiltnis von 1 : 3 in frisches Kulturmedium
gesplittet.

2.2.3.3. Arbeiten mit humanen PBMC

2.2.3.3.1. Isolierung von PBMC aus Vollblut

Die verwendeten PBMC (periphere mononukledre Zellen des Blutes) wurden aus
heparinisiertem  humanem  Vollblut (sieche Kapitel 2.1.4.) mittels Pancoll
Dichtezentrifugation gewonnen.

Zur Isolierung wurde in ein 50 ml Falcon Rohrchen als Trennlosung 15 ml Pancoll (PAN-
Biotech GmbH, Aidenbach) vorgelegt und mit Vollblut (fiir ein Gesamtvolumen von 35 ml
pro Falcon 1:1 bis 2:1 mit PBS, verdiinnt) {iiberschichtet. AnschlieBend wurde fiir
30 Minuten bei 880 g und Raumtemperatur mit einem Ausschwingrotor zentrifugiert. Dabei
erfolgte die Auftrennung gemidll des Dichtegradienten der Blutbestandteile, sodass
Erythrozyten sowie mehrkernige Zellen die unterste Bande bildeten, dariiber erst Pancoll,
dann PBMC, zuoberst die Plasmabande. Die PBMC wurden mit einer sterilen Transfer-
Pipette (SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht) vorsichtig abgenommen und zweimal mit
50 ml sterilem PBS,-Puffer gewaschen. Die Sedimentation der Zellen erfolgte jeweils durch
Zentrifugation bei 300 g fiir 10 Minuten und Raumtemperatur. Das Zellpellet wurde
anschlieend in 1 ml des entsprechenden Mediums oder Puffers aufgenommen, die Zellzahl
ermittelt und die Zellen entsprechend in den Versuchen eingesetzt.

2.2.3.3.2. Kultivierung von PBMC

Humane PBMC wurden in einer Konzentration von 1x 10°/ml in dem angegebenen
Medium auf MULTIWELL™-6-well-Platten (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg)
ausgesit. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,.

2.2.3.4. Isolierung von Zellpopulationen aus PBMC mit der MACS® Technologie

Das MACS®-System (Miltenyi Biotec GmbH) erlaubt eine einfache und schnelle Trennung
von Zellpopulationen. Hierfiir werden die Zellen, in diesem Fall die PBMC, mit so
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genannten MicroBeads, 50 nm grolen Magnetpartikeln, inkubiert. MicroBeads bestehen aus
Eisenoxid mit einer Umhiillung aus Polysacchariden, an die Antikorper gebunden sind.
Diese erkennen und binden spezifische Oberflichenstrukturen der Zielzellen. Beim
Durchfluss durch eine Sidule, die von einem starken Magnetfeld umgeben ist, werden die
MicroBeads sowie die daran spezifisch gebundenen Zellen in der Sidule zuriickgehalten.
Beim Spiilen der Sdule werden die ungebundenen Zellen von den markierten Zellen
getrennt und konnen fiir weitere Versuche verwendet werden. Nach Entfernen des
Magnetfeldes konnen auch die markierten Zellen von der Sdule eluiert werden. Stellen die
markierten Zellen die gewiinschte Zielpopulation dar, spricht man von positiver Selektion,
falls die unmarkierten Zellen fiir weitere Versuche verwendet werden, von Abreicherung.
Vorteil der Abreicherung ist, dass hierbei Artefakte vermieden werden konnen, die aufgrund
von Antikorperbindung an Oberfldachenstrukturen entstehen. Die Isolationen wurden geméal
den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.3.4.1. Isolierung von CD19" B-Zellen

Die Isolation von naiven B-Zellen erfolgte mit dem B Cell Isolation Kit II® (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach) mittels Abreicherung aus PBMC. Hierfiir wurden in einem 15
ml Falcon™ Rghrchen die eingesetzten PBMC pro 1 x 107 Zellen mit 40 pl MACS-Puffer
(PBS,, 2mM EDTA, 0,5 % (w/v) BSA) resuspendiert und mit 10 pl biotinyliertem
Antikorpercocktail versetzt. Diese Antikorper erkannten spezifisch CD2, CDI14, CDI6,
CD36, CD43 und CD235a (Glykophorin A). Nach Inkubation fiir 10 Minuten bei 4 °C
wurden 30 pl MACS-Puffer und 20 pl anti-Biotin MicroBeads zugegeben und weitere
15 Minuten auf Eis inkubiert, anschlieBend mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen.

Eine LS-Sdule wurde in einem MidiMACS™-Separator (welcher das Magnetfeld erzeugt
platziert und mit 3 ml MACS-Puffer gespiilt. Pro Sidule wurden bis zu 1 x 10® Zellen in
500 ul MACS-Puffer resuspendiert und auf die vorbereitete Sdule aufgetragen.
AnschlieBend wurde dreimal mit 3 ml MACS-Puffer gewaschen. Der Durchlauf wurde in
einem 15 ml Falcon™ Ro&hrchen aufgefangen und enthielt die unmarkierten CD19" B-
Zellen.

2.2.3.4.2. Isolierung von CD4" T-Zellen

Die Isolation von CD4* Th-Zellen unter Verwendung des CD4* T Cell Isolation Kit 1I®
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) erfolgte ebenfalls durch Abreicherung
(negative Selektion) aus PBMC. Hierfiir wurden in einem 15 ml Falcon™ Ro&hrchen die
eingesetzten PBMC pro 1 x 10’ Zellen mit 40 pl MACS-Puffer resuspendiert und mit 10 pl
biotinyliertem Antikorpercocktail versetzt. Diese Antikorper erkannten spezifisch CD8,
CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TCR y/6 und CD235a (Glykophorin A). Nach
Inkubation fiir 10 Minuten bei 4 °C wurden 30 ul MACS-Puffer und 20 pl anti-Biotin
MicroBeads zugegeben und weitere 15 Minuten auf Eis inkubiert, anschliefend mit 10 ml
MACS-Puffer gewaschen. Des Weiteren wurde wie bereits in Kapitel 2.2.3.4.1. verfahren:
Hier enthielt der Durchlauf die unmarkierten CD4" Th-Zellen.
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2.2.3.4.3. Isolierung von CD14" Monozyten

Die Isolation von CD14" Monozyten aus PBMC erfolgte durch positive Selektion unter
Verwendung des CDI4 Micro-Beads Human Kif® (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach). Das Pellet wurde in einem 15 ml Falcon™ Rghrchen pro 1 x 10’ PBMC mit
80 ul MACS-Puffer resuspendiert und 20 pl anti-CD14 MicroBeads zugegeben. Nach
15 Minuten Inkubation bei 4 °C wurde mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen.

Eine LS-Sdule wurde in einem MidiMACS™-Separator platziert und mit 3 ml MACS-
Puffer gespiilt. Pro Sidule wurden bis zu 1x 10® Zellen in 500 ul MACS-Puffer
resuspendiert und auf die vorbereitete Sdule aufgetragen. Anschlieend wurde dreimal mit
3 ml MACS-Puffer gewaschen. Der Durchlauf wurde verworfen. Zur Elution wurde das
Saulchen aus dem Magnetfeld entfernt und 5 ml MACS-Puffer aufgetragen. Die gebundene,
aufgereinigte CD14" Monozytenfraktion konnte mit dem beiliegenden, sterilen Stempel in
ein 15 ml Falcon™ Rohrchen gedriickt werden.

2.2.3.5. Differenzierung von Monozyten zu unreifen und reifen dendritischen
Zellen und Beladung mit ESAT-6/ CFP-10

Die in Kapitel 2.2.3.4.3. aufgereinigten CD14"-Monozyten wurden fiir Experimente zu
iDCs (immature dendritc cells, unreife dendritische Zellen) bzw. zu mDCs (mature
dendritic cells, reife dendritische Zellen) ausdifferenziert. Hierfiir wurden die Monozyten in
75 cm®* BD Falcon™ Zellkulturflaschen in einer Konzentration von 1x 10%ml in iDC-
Medium (RPMI Medium 1640 mit 10 % (v/v) inaktiviertem Humanserum, und je 500 U/ml
IL-4 und GM-CSF) fiir fiinf Tage inkubiert. In dieser Zeit differenzierten sich die
Monozyten zu iDCs aus.

Zur volligen Ausdifferenzierung zu ESAT-6/ CFP-10 priasentierenden mDCs wurde das
Medium in Gegenwart von 10 ug/ml ESAT-6/ CFP-10 Fusionsprotein anschlieBend
zusitzlich mit 1000 U/ml IL-6 (Interleukin 6), 10 ng/ml IL-1B (Interleukin-1f), 10 ng/ml
TNF (Tumornekrosefaktor) und 1 pg/ml PGE, (Prostaglandin E») versetzt und die Zellen fiir
weitere 2 Tage inkubiert.

2.2.3.6. Expansion ESAT-6/ CFP-10 spezifischer CD4" T-Zellen

Die Herstellung einer Kultur angereicherter ESAT-6/ CFP-10-spezifischer CD4" Th-Zellen
beruht auf der Isolation von Th-Zellen aus dem Blut eines Probanden mit latenter
Tuberkulose und die darauf folgende wochentliche Restimulation dieser Th-Zellen mit
ESAT-6/ CFP-10-beladenen mDCs desselben Spenders. Auf diese Weise sollen T-Zellen
dieser Spezifitit zur Proliferation angeregt werden, wihrend T-Zellen mit anderer Spezifitét
aufgrund des mangelnden Stimulus absterben und deshalb aus der Population verschwinden
(Yssel & Spits, 2002).

Frisch aus dem Blut eines latent mit M. tuberculosis infizierten Probanden aufgereinigte
CD4" Th-Zellen (sieche Kapitel 2.2.3.4.2.) wurden in Expansionsmedium aufgenommen.
Dieses enthidlt neben RPMI 1640, inaktiviertem Humanserum und 1 % Penicillin/
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Streptomycin auch IL-2, welches die T-Zell-Proliferation verbessert. Zur Kultivierung
wurden 96-well-Rundbodennapfplatten benutzt. Die Population wurde wdchentlich
gesammelt, neu ausgezidhlt und anschlieBend wieder pro Kulturplatte 2 Millionen T-Zellen
und 2 Millionen bestrahlte mit ESAT-6/ CFP-10 beladenen mDC (respektive ebenfalls
bestrahlte nicht proteinbeladene PBMC als Negativkontrolle) in einem Gesamtvolumen von
20 ml ausgesiht. Dabei wurde jeder Napf mit 200 ul der Suspension gefiillt.

Jeweils vor Beginn der Kokultur wurden die mDC fiir 3 Stunden im Brutschrank in einer
Konzentration von 1 x 10’ /ml mit 10 ug/ml ESAT-6/ CEP-10 Fusionsprotein inkubiert und
anschliefend mit 30 Gy bestrahlt. Das Kulturmedium wurde wochentlich gewechselt,
gelagert wurde die Kultur aus T-Helferzellen im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,.

2.2.3.77. Restimulation ESAT-6/ CFP-10 spezifischer CD4" Th-Zellen

Sowohl zur Ermittlung der Spezifitit der expandierten T-Zell-Kultur, als auch zur
Bestimmung der Effizienz der Antigenprisentation von APC nach Transfektion mit einem
Expressionsplasmid wurden Restimulationsexperimente durchgefiihrt.

Dazu wurde ein Aliquot der antigenspezifischen T-Zell-Kultur aus Kapitel 2.2.3.6. iiber
Nacht in IL-2 freiem Expressionsmedium (RPMI Medium 1640 mit 5 % (v/v) inaktiviertes
Humanserum und 1 % Pen/Strep) inkubiert. Am niichsten Tag wurden 1 x 10° Zellen aus
der Kultur (in 0,5 ml IL-2 freiem Expressionsmedium) mit 1 x 10° PBMC (in 0,5 ml BZM)
und je 1 pug anti-CD28-Antikorper und 1 pg anti-CD49d-Antikdrper zusammengegeben.
Falls die eingesetzten PBMC nicht bereits mit einem Expressionsplasmid transfiziert
worden waren, wurde dem Ansatz noch 10 pug/ml rekombinantes ESAT-6/ CFP-10
Fusionsprotein zugesetzt. Als Positivkontrolle diente ein Ansatz, dem 1 pg/ml PMA und
1 pg/ml Ionomycin zugesetzt wurde. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz aus
Zellsuspension, der nur 1 pg/ml anti-CD28-Antikorper und 1 pg/ml anti-CD49d-Antikorper
erhielt. 2 Stunden nach Stimulationsbeginn wurde je 10 ug Brefeldin A zupipettiert.
Brefeldin A aus Penicillium brefeldianum fiihrt iiber einen retrograden Proteintransport vom
Golgiapparat zuriick ins ER (endoplasmatisches Retikulum) zu einer dortigen Akkumulation
der auszuschleusenden Proteine (Nebenfiihr, 2002). Nach weiteren 4 Stunden wurde sofort
mit der Farbung der Zellmarker (vergleiche Kapitel 2.2.5.2. und 2.2.5.3.) fiir die
durchflusszytometrische Analyse begonnen.

2.2.3.8. Stimulation von Vollblut mit rekombinantem ESAT-6/ CFP-10 Protein

1 ml Vollblut gesunder, latent oder akut TB infizierter Spender wurde mit je 1 ug anti-
CD28-Antikorper, anti-CD49d-Antikorper und 10 pg rekombinantem ESAT-6/ CFP-10
Fusionsprotein inkubiert. Als Positivkontrolle diente ein Ansatz, dem 1 ug PMA und 1 pg
Ionomycin zugesetzt wurde. Als Negativkontrolle diente ein Ansatz, der nur Vollblut, 1 ug
anti-CD28-Antikorper und 1 pug anti-CD49d-Antikorper erhielt. 2 Stunden nach
Stimulationsbeginn wurde je 10 ug/ml Brefeldin A zupipettiert, und nach 4 weiteren
Stunden sofort das Fiarben von Zellmarkern in Vollblut (sieche Kapitel 2.2.5.4.)
durchgefiihrt.
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2.2.3.9. Transfektion mit der Nucleofector® Technologie

Fiir Transfektionen wurde das Human B Cell Nucleofector® Kit des Herstellers Lonza
Cologne AG, Koln (ehemals Amaxa) verwendet, welches die selektive Transfektion von B-
Zellen im PBMC-Gemisch ermoglicht und laut Herstellerangaben dabei B-Zell-
Transfektionsraten von durchschnittlich ca. 37 % erzielt (www.lonzabio.com, Optimized
Protocol for Human B Cells). Das Verfahren beruht auf einer Kombination von
Elektroporation und Lipofektion. Gearbeitet wurde nach Angaben und Empfehlungen des
Herstellers. Pro Transfektion wurden 2-5 x 10° Zellen und 1-4 pg Plasmid-DNA eingesetzt.
Frisch aus Vollblut isolierte oder fiir maximal 24 Stunden in BZM bei 37 °C gelagerte
PBMC, B-Zellen oder Zellen der DG75-Zelllinie wurden ausgezihlt, die benétigte Anzahl
(Anzahl der Transfektionsexperimente x Zellen pro Experiment) herausgenommen und bei
300 ¢ und Raumtemperatur fiir 5 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde sehr
sorgfiltig abgenommen, und das Zellpellet in 100 ul pro Transfektion ,,Nucleofector
Solution“ (im Human B Cell Nucleofector® Kit enthalten) resuspendiert. Rasch wurden
jeweils 100 ul Zellsuspension mit 1-4 pug Plasmid-DNA vermischt und sofort in eine
ebenfalls im Kit enthaltene spezielle Kiivette iiberfiihrt. Diese besteht im unteren Teil aus
zwei parallelen Metallplittchen, in deren Mitte die Zellsuspension zum Liegen kommt. Die
gefiillte Kiivette wurde in das Transfektionsgerit, den Nucleofector® (Lonza Cologne AG,
Koln), gesteckt und die Probe mit dem vorher am Gerdt eingestellten
Transfektionsprogramm transfiziert. Anschlieend wurde die Probe sofort mit speziellen im
Set enthaltenen Pipetten in 2 ml auf 37 °C vorgewidrmtes Medium iiberfiihrt und im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Bei der Transfektion wurde auf eine schnelle
zeitliche Abfolge geachtet.

2.2.4. Biochemische Methoden

2.2.4.1. Vorbereitung und Durchfithrung der SDS-PAGE (Natrium-Dodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Zur GroBenanalyse von Proteinen wurde in dieser Arbeit die SDS-PAGE verwendet. Dank
der Bindung von SDS an die Proteine entstehen in Gegenwart eines hohen SDS
Uberschusses negativ geladene Protein-SDS-Komplexe mit einem konstanten Ladungs-
Masse-Verhiltnis. Im elektrischen Feld wandern die Komplexe zum positiv geladenen Pol.
Sie werden zuerst im Sammelgel konzentriert und anschlieBend durch den
Molekularsiebeffekt in der hoherprozentigen Polyacrylamidmatrix des Trenngels nach ihrer
Molekularmasse getrennt (Laemmli, 1970).

2.2.4.1.1. Herstellung der Polyacrylamidgele

Der Zusammenbau der Elektrophoreseapparaturen und das Gielen der Gele erfolgten
gemill den Herstellerangaben. Je nach gewiinschtem Trennbereich wurden 12,5 %ige oder
15 %ige Trenngele verwendet. In Tabelle 2.9 ist deren Zusammensetzung aufgefiihrt.
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Tabelle 2.9: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele

5 % Sammelgel 12,5 % Trenngel 15 % Trenngel

Acrylamid 4K! 0,99 ml 7,5 ml 9 ml
Sammelgelpuffer 1,2 ml

Trenngelpuffer 3,6 ml 3,6 ml
steriles H,O 1,2 ml 3,6 ml 3,6 ml
10% (w/v) APS 30 pul 90 ul 90 pul
TEMED 6 ul 15 pul 15 ul

! 29,2 % Acrylamid/ 0,8 % N,N'-Methylenbisacrylamid

2.2.4.1.2. Aufbereitung von Zellen und Uberstinden

Die Zellen wurden abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und separat vorbereitet. Das
erhaltene Zellpellet wurde in Boiling-Mix (40 % (w/v) Saccharose, 1 % (w/v) SDS, 100 mM
Tris/HCI pH 7,0, 1/1000 Vol. gesittigte wissrige Bromphenolblaulésung, 10 % v/v
Mercaptoethanol) gelost. Die Suspension wurde 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Auf diese
Weise wurden die Zellen lysiert und Proteine denaturiert.

Aus den verbliebenen Uberstinden wurde von je 0,5 ml eine Proteinfillung mit der
Natrium-Desoxycholatmethode (Na-DOC-Methode) durchgefiihrt. Hierzu wurde die Probe
mit 0,5 ml H,O und 25 ul 2 %iger Natrium-Desoxycholatlosung gemischt, 5 Minuten auf
Eis inkubiert und dann mit 30 ul 40 %iger Trichloressigsdure ausgeféllt. Nach weiteren
5 Minuten Inkubation auf Eis wurde bei 300 g fiir 8 Minuten abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen. Das Proteinpellet wurde in Boiling-Mix resuspendiert und bei 95 °C fiir
5 Minuten inkubiert.

Eine weitere verwendete Methode ist die Proteinfillung aus Uberstinden mit Aceton.
Hierfiir wurde ein Aliquot eines Zellkulturiiberstandes mit demselben Volumen Aceton
gemischt und anschlieend fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurden die gefillten
Proteine in der Tischzentrifuge fiir 10 Minuten bei 300 g pelletiert, fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur luftgetrocknet und zur Analyse auf einem SDS-Polyacrylamidgel in dem
entsprechenden Volumen Boiling-Mix aufgenommen. Vor dem Aufkochen der Probe in
einem Heizblock bei 95 °C fiir 5 Minuten wurde das Pellet durch fiinfzehnminiitige
Ultraschallbehandlung in einem Wasserbad (Bandelin Sonorex, Bandelin electronic, Berlin)
vollstiandig gelost.

2.2.4.1.3. Auftrennung von Proteinen mit der SDS-PAGE

Die Elektrophorese erfolgte nach Beladung der Gele mit den Proben in SDS-Puffer. Die
Minigel-Apparatur (Biometra, Gottingen) lief bei 24 mA pro Gel, die Maxigel-Apparatur
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(Biometra, Gottingen) lief bei 200 mA pro zwei Gele und beide wurden direkt nach
Auslaufen der Bromphenolbande gestoppt.

2.2.4.2.  Western Blot Analyse

Beim Western Blot werden Proteine zuerst durch SDS-PAGE nach Kapitel 2.2.4.1
aufgetrennt. Bei der anschlieBenden Elektrophorese wandern die denaturierten Proteine,
entsprechend ihrer nach SDS-Behandlung negativen Ladung, in Richtung Anode und
werden auf der Nitrozellulosemembran immobilisiert. Dort werden sie mit einem fiir das
gesuchte Protein spezifischen Antikorper inkubiert. Ein sekundirer Antikorper, der eine
Alkalische Phosphataseaktivitit besitzt, macht bei Zugabe eines Substrats die transferierten
Proteine sichtbar.

2.2.4.2.1. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose im Semi-Dry-Blot Verfahren

Ein beliebtes Verfahren zum Transfer von Proteinen aus einer SDS-PAGE auf
Nitrozellulosemembran ist die Verwendung von Semi-Dry-Apparaturen. Nach Auftrennung
des Proteingemisches durch SDS-PAGE wurde das Gel auf eine mit TBE-Puffer
dquilibrierte Nitrozellulosemembran gelegt und dieser Komplex zwischen je drei in
Westernblotpuffer getriinkten Whatman® 3MM-Filterpapierstreifen platziert. Der Transfer
der Proteine auf die Membran erfolgte in einer fast-blot-semidry-Apparatur (BIOMETRA,
Gottingen) fiir 15 Minuten bei einer konstanten Stromstirke von 300 mA.

2.2.4.2.2. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose im Wet-Blot Verfahren

Eine dhnliche Methode zum Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem
Polyacrylamid-Trenngel auf Nitrozellulose stellt das Wer-Blot-Verfahren dar. Verwendet
wurde hierbei eine Elektro-Blot-Apparatur, welche fiir das Blotting vollstindig in einem
speziellen Tankblotpuffer (Sambrook er al. 1989) steht. Das Gel wurde hierbei auf die mit
Puffer benetzte Nitrozellulosemembran aufgelegt und zwischen zwei Graphitplatten, zwei
puffergetriinkten Schwidmmen und zwei Lagen Whatman® 3MM-Papier (ebenfalls
puffergetrinkt) platziert. Uber Platinelektroden konnte quer zum Gel eine Spannung von
20 bis 30 V bei 1,5 A (circa 2 Stunden) an die Kohleplatten angelegt werden, wodurch die
denaturierten Proteine vom Gel auf die Nitrozellulose iibertragen wurden.

2.2.4.2.3. Nachweis spezifischer Proteine mittels Immunoblotting

Zur Uberpriifung der Ubertragung wurde die Membran anschlieBend in 2 % (w/v) Ponceau-
S Losung (0,2 g Ponceau-S, 3 g Trichloressigsdure, 3 g Sulfosalicylsdure, ad 100 ml HyOp;q,
(Sambrook er al. 1989)) gefirbt. Dabei wurden die Positionen der Proteine des
Molekulargewichtsstandards fiir einen spiteren visuellen GroBenvergleich angezeichnet.
Anschlieend wurde die Farbung mit TTBS wieder ausgewaschen.
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Die folgende Inkubation in TBS-Puffer mit 5 % (w/v) Magermilchpulver iiber Nacht bei
4 °C ermoglichte die Absittigung der noch freien Proteinbindungstellen. Es folgten drei
Waschschritte mit TBS fiir je 15 Minuten. Nach Zugabe des primidren anti-ESAT-6-
Antikorpers (ESAT-6 antibody, Mouse monoclonal, ab26246, Abcam plc., Cambridge,
England) in einer Verdiinnung von 1 : 2000 in TBS erfolgte die Inkubation der Membran
wiederum iiber Nacht bei 4 °C. Am néchsten Tag wurde der Blot dreimal mit TBS fiir je
15 Minuten gewaschen. Der sekundire, AP-gekoppelte polyklonale anti-Maus-Antikorper
(Polyclonal Goat anti-Mouse-Ab AP, DakoCytomation, Glostrup, Didnemark) wurde in
einer Verdiinnung von 1 : 1000 in TBS eingesetzt. Der Blot wurde mit dem sekundéren
Antikorper 1 h inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TBS fiir je 15 Minuten - um die
ungebundenen Antikorper zu entfernen - folgte das Firben der Membran. Dazu wurden
300 ul raumwarme Farbelosung (NBT/BCIP Stock Solution, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim), welche ein Substrat fiir die am sekundédren Antikorper gebundene alkalische
Phosphatase enthilt, in 15 ml AP-Puffer verdiinnt auf die Membran gegeben. Gewohnlich
zeigte sich eine violette Farbreaktion auf den spezifisch gefarbten Proteinbanden nach 2 bis
10 Minuten.

2.2.5. Immunologische Methoden

2.2.5.1.  Durchflusszytometrie

Die Analyse der Oberflichenmarkerexpression der Zellen erfolgte mit Hilfe der
Durchflusszytometrie. Hierbei wurden monoklonale Antikorper, die spezifisch
Oberflichenmarker erkennen und binden konnen, verwendet. Am F.-Teil dieser Antikorper
ist kovalent ein Fluorochrom gebunden.

Das COULTER® EPICS® XL-MCL™ Durchflusszytometer kann gleichzeitig bis zu vier
verschiedene Farbkanidle unterscheiden. Die Firbeschemata umfassten hierbei die
Fluorochrome Fluorescein-5-Isothiocyanat (FITC), R-Phycoerythrin (PE),
Phycoerythrin/Texas Red (ECD) und Phycoerythrin/Cyanin 5 (Pc5). Bei Kopplung der
Fluorochrome mit vier verschiedenen Antikdrpern konnten somit pro Farbung bis zu vier
verschiedene Marker unterschieden werden.

Dagegen kann das FACSCanto II Durchflusszytometer (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg) gleichzeitig in bis zu acht verschiedenen Farbkanilen messen. Verwendet
wurden hier die Fluorochrome Fluorescein-5-Isothiocyanat (FITC), Allophycocyanin
(APC), Allophycocyanin / Cy7 (APC-Cy7) und Peridinin Chlorphyll Protein (PerCP).

2.2.5.2. Firbung von Oberflichenmarkern

Je Ansatz wurden 4 x 10’ aufgereinigte Zellen in 100 pl PBS, aufgenommen. Die Firbung
der Oberflichenmarker erfolgte durch Zugabe der Antikdrper und Inkubation auf Eis im
Dunkeln fiir 20 Minuten. Die Zellen wurden mit 1 ml eiskaltem PBS, gewaschen und bei
300 g fiir 10 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 300 ul PBS,
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resuspendiert und in ein FACS Rohrchen iiberfiihrt. AnschlieBend wurde die Probe sofort
im Durchflusszytometer gemessen.

2.2.5.3. Intrazelluldares Farben von Markern

Bis zu 1 x 10" Zellen wurden mit 3 ml PBS, gewaschen, bei 300 g fiir 8 Minuten bei 4 °C
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde dann in 100 ul kaltem
PBS, gelost und die Oberflichenmarker 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
gefdarbt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 ml eiskaltem PBS, gewaschen und
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml 1 % (w/v) Paraformaldehyd (PFA) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen) resuspendiert, bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten im Dunkeln
fixiert und danach erneut mit 3 ml PBS, gewaschen. Zur Permeabilisierung wurden die
Zellen in 10 pl 2 % (w/v) Saponinlésung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen)
resupendiert. Die Firbung des intrazelluldren Markers IFN-y erfolgte durch Zugabe von 20
pl anti-IFN-y-PE-Antikorper/ anti-IFN-y-FITC-Antikorper und Inkubation im Dunkeln fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur. Ungebundene Antikorper wurden durch zweimaliges
Waschen mit 1 ml 0,1 % (w/v) Saponinlosung entfernt. Das Pellet wurde schlussendlich in
300l 1% (w/v) PFA resuspendiert, in ein FACS Rohrchen iiberfithrt und im
Durchflusszytometer analysiert.

2.2.5.4. Firben in Vollblut

Fiir das direkte Fiarben ohne vorangehende Aufreinigung der PBMC wurde 1 ml Vollblut
mit 100 ul eiskalter 20 mM Ethylendiamintetraacetat-Losung (EDTA) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Miinchen) versetzt und gevortext. Nach einer Inkubation fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur wurde der Ansatz nochmals gevortext, anschlieBend 9 ml FACS Lysing
Solution (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) hinzugegeben, erneut 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und bei 4 °C und 300 g fiir 8 Minuten abzentrifugiert. Nach
zweimaligem Waschen mit je 9 ml PBS, wurden die Zellen in 100 ul PBS, aufgenommen,
Antikorper fiir die Oberfldchenfirbung hinzugegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln gefidrbt. Es schlossen sich zwei weitere Waschschritte mit je 9 ml PBS,, an.
Danach wurden die Zellen mit 500 pl 2 % PFA fixiert und in FACS-Rohrchen iiberfiihrt. Es
wurde wieder fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert, mit 3 ml PBS,
gewaschen und nun durch Zugabe von 10 ul 2 % Saponinlésung und 1 ul IFN-y-FITC die
Zellen permeabilisiert und die intrazellularen Marker gefdarbt. Nach Inkubation fiir
30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur wurde zweimal mit 3 ml 0,1 % Saponinldsung
gewaschen, zuletzt die Zellen mit 500 ul 1 % PFA fixiert und durchflusszytometrisch
analysiert.

2.2.5.5. Firben von Zellen mit Propidiumjodid

Die Propidiumjodid (PJ) Farbung dient zur Unterscheidung von lebenden und toten Zellen.
PJ ist nicht in der Lage, mit der DNA von lebenden Zellen zu interkalieren, da es deren
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Zellmembranen nicht durchdringen kann. Sobald aber beim Zelltod deren Permeabilitit
steigt, dringt PJ ein und bindet an die DNA. Auf diese Weise lassen sich im
Durchflusszytometer lebende von toten Zellen unterscheiden (Darzynkiewicz et al., 1992).
Fiir das Firben wurden 4 x 10° Zellen in 100 pl PBS, gelost und 1 pl Propidiumjodid
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von
5 Minuten bei Raumtemperatur wurde zweimal mit PBS, gewaschen um iiberschiissiges PJ
zu entfernen. Die Zellen wurden in 300 ul PBS, in ein FACS-Rohrchen iiberfithrt und
innerhalb von 30 Minuten im Durchflusszytometer gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1. T-Zell-induzierte Reifungsprozesse in antigenprisentierenden Zellen (APC)
als Marker fiir akute Infektionserkrankungen

Dringen Tuberkelbakterien in unseren Korper ein, so beginnt eine vielschichtige
Immunantwort (siehe FEinleitung). Neben Reaktionen des unspezifischen Immunsystems
beginnen unter anderem APC mit der Phagozytose von sowohl M. tuberculosis als auch
sezerniertem Antigen des Erregers. AnschlieBend prisentieren sie daraus einzelne
charakteristische Polypeptide auf MHC-II-Molekiilen. Beim Erstkontakt einer naiven T-
Helferzelle mit ihrem Zielepitop sowie bei erneutem Antigenkontakt einer T-Helfer-
Gedichtniszelle wird diese zu einer ,,bewaffneten® aktivierten T-Helferzelle, welche nun
CD40L exprimiert und ihre Effektorfunktionen (z.B. Produktion von Zytokinen) ausiibt.
Neben diesen Effektorfunktion besitzen T-Helferzellen zudem eine Helferfunktion zur
Steigerung der Funktionalitit von APC.

Findet nun neben Antigenpridsentation und — erkennung gleichzeitig eine Interaktion von
CD40L der Th-Zelle mit CD40 der APC statt, werden Reifungsprozesse in der APC
ausgelost, welche die Fahigkeit der APC zur Aktivierung von Th-Zellen und CTL nochmals
deutlich erhohen. Diese Reifungsprozesse @uBlern sich beispielsweise in einer verstirkten
Expression von Vertretern der TNFR-Familie, 4.1BBL und OX40L (den Haan, 2000).
Durch die Detektion dieser Proteine kann dann indirekt auf die Anwesenheit CD40L-
tragender aktivierter T-Zellen geschlossen werden (siehe Abbildung 6). Dieser Ablauf, den
wir uns im Folgenden zu Nutze machen wollen, wird Reverse T-Zelltechnologie (RTT)
genannt.

Parallel zum Geschehen in vivo soll in dieser Arbeit {iberpriift werden, ob nach Stimulation
mit Antigenen aus M. tuberculosis eine Hinreaktion zwischen APC und aktivierter T-Zelle
genauso in vitro erfolgt. Diese beinhaltet dabei die Reaktivierung antigenspezifischer T-
Helfer-Gedéchtniszellen durch antigenbeladene APC zur aktivierten THZ. Im Anschluss
soll in weiterfithrenden Projekten die Riickreaktion untersucht werden, bei welcher erst nach
gleichzeitiger Epitoperkennung und CD40-Kontakt durch die aktivierte THZ
Reifungsprozesse in der APC induziert werden.

Nur eine aktive Tuberkulose sollte dann durch Nachweis von 4.1BBL bzw. OX40L
erkennbar sein, alle anderen Fille (latente TB, gesunde Probanden) sollten keine
zunehmende Expression dieser beiden Liganden hervorrufen. Auf diese Weise konnte man
ein Testsystem entwickeln, das kiinftig spezifisch die akute, aktive Infektion mit M.
tuberculosis erkennt und eine Abgrenzung von einer persistierenden Tuberkulose
ermoglicht.
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Abbildung 6: Ubersicht iiber die Interaktion zwischen APC und aktivierter T-Helferzelle.

Die naive T-Helferzelle erkennt iiber ihren T-Zell Rezeptor (TZR) ihr Zielepitop, welches die APC auf
ihrem MHC-II-Molekiil préisentiert. Dies induziert in der T-Zelle die Reifung zur aktivierten T-Helferzelle,
woraufhin unter anderem CD40-Ligand an ihrer Oberfliche exprimiert wird. Bei einer nachfolgenden
Interaktion der aktivierten Th-Zelle mit einer Epitop-prisentierenden APC werden durch die gleichzeitige
Erkennung von Peptid-beladenen MHC Molekiilen durch den TZR und den CD40-CD40L-Kontakt
Reifungsprozesse in der APC ausgelost; die Promotoren der 4.1BBL und OX40L Gene werden aktiviert
und die Expression von 4.1BBL und OX40L induziert. 4.1BBL: 4.1BB Ligand; APC: Antigen-
prasentierende Zelle; CD40L: CD40-Ligand; MHC-II: Haupthistokompatibilitidtskomplex-Klasse-II-
Molekiil; OX40L: OX40-Ligand; TZR: T-Zell-Rezeptor.

3.2. Vergleichende Testung verschiedener Methoden zur Antigenbeladung von
APC

Zur Realisierung des zu etablierenden Verfahrens musste zundchst eine zuverlédssige
Methode zur suffizienten Beladung der APC mit Zielstrukturen gefunden werden. Da sich
die verschiedenen professionellen APC — dendritische Zellen, B-Zellen, Monozyten und
Makrophagen — in ihren Mechanismen zur Aufnahme und Prisentation von Proteinen
unterscheiden, wurden unterschiedliche Methoden zur Antigenbeladung der jeweiligen
Population getestet.

Die effektivsten APC sind dendritische Zellen. Da die Ausdifferenzierung von Monozyten
zu reifen, antigenpriasentierenden dendritischen Zellen (mDC, siehe Kapitel 2.2.3.5.) jedoch
sowohl in vivo als auch in vitro mehrere Tage in Anspruch nimmt, sind mDC nur fiir
Stimulationsexperimente geeignet, denen ein Zeitraum von mindestens einer Woche zur
Verfiigung steht (Sung, 2008).

Eine effiziente Alternative hierzu sind B-Zellen (Schultze, 1997). Diese erkennen Antigen
tiber ihren B-Zell-Rezeptor um es anschlieBend zu endozytieren. Allerdings existieren
jeweils nur sehr wenige fiir ein Antigen spezifische B-Zellen, was fiir eine Nutzung in der
Diagnostik ein grofles Problem darstellen wiirde. Aulerdem weisen sie vergleichsweise
schlechte phagozytotische Eigenschaften auf, weshalb in dieser Arbeit ein alternativer Weg
zur Antigenprisentation auf MHC-II Molekiilen eingeschlagen wurde. Unter Verwendung
des Human B Cell Nucleofector® Kits, welches nach Herstellerangabe selektive
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Transfektionen von B-Zellen im PBMC Gemisch ermoglicht (www.lonzabio.com), wurde
ein fiir die zu priasentierenden Antigene von M. tuberculosis kodierender Expressionsvektor
transfiziert.

Als Drittes wurden in dieser Arbeit schlieBlich PBMC, in denen als Vertreter der APC vor
allem B-Zellen und Monozyten enthalten sind, durch die Inkubation mit rekombinanten TB-
Proteinen beladen.

3.2.1.  Etablierung eines Verfahrens zur Antigenbeladung durch Transfektion mit
Expressionsplasmiden

Zur Analyse der Transfektionsraten von PBMC und deren Unterpopulationen bei
Verwendung des Human B Cell Nucleofect0r® Kit (Lonza Cologne AG, Koéln) wurden
anhand des ebenfalls im Kit enthaltenen pmaxGFP®-Plasmid (Lonza, GFP: engl. green
fluorescent protein) verschiedene Experimente durchgefiihrt.

Das pmaxGFP®—P1asmid enthidlt das Gen fiir ein griin fluoreszierendes Protein (GFP),
welches urspriinglich aus Pontellina plumata, einem Vertreter der Ruderfu3krebse stammt.
Dieses Protein hat die Eigenschaft zu fluoreszieren, genauer: Licht mit einer Wellenlinge
von 502 nm zu emittieren. Es erscheint dem menschlichen Auge als griin und ist auch
durchflusszytometrisch detektierbar. Auf diese Weise konnen Zellen, die dieses Protein
exprimieren, nachgewiesen und somit der Transfektionserfolg von pmaxGFP® iiberpriift
werden. Zur weiteren durchflusszytometrischen Charakterisierung wurden die verwendeten
transfizierten PBMC auch mit anti-CD19-PE-konjugierten und anti-CD4-PC5-konjugierten
Antikorpern beziehungsweise mit Propidiumjodid geférbt.

Fiir die Auswertung der Versuche wurde nach einem Stufenschema zuerst die Population
der vitalen PBMC mit einem Fenster erfasst. Daraus wurden je nach Interesse mittels
Antikorpermarkierung die Populationen von B-Zellen (CD19 exprimierend) oder T-Zellen
(CD3 exprimierend) bestimmt, sowie GFP-exprimierende oder durch Propidiumiodid
angefirbte Zellen ermittelt (siche Abbildung 7 und Abbildung 8). Innerhalb der PBMC
Population war nach Transfektion mit dem Nucleofector® Verfahren insbesondere wegen
Zunahme der Zellgroe ein weiterfithrendes Gating nach morphologischen Kriterien nicht
moglich.

Durch Anfirben der Zellen mit Pc5-gekoppelten anti-CD19 und ECD-gekoppelten anti-CD3
Antikorpern sowie durch entsprechendes konstruieren der Fenster konnte mittels
durchflusszytometrischer Verfahren die Gruppe der PBMC in ihre Subpopulationen
unterteilt werden. Die Effizienz des Transfektionssystems konnte anhand der ebenfalls
durchflusszytometrisch detektierten GFP-Expression der einzelnen Subtypen untersucht
werden. Es zeigte sich in diesen ersten Experimenten eine unselektive Transfektion aller
PBMC. Bei einem B-Zell-Anteil von nur gut 2 % exprimierten insgesamt iiber 10 % aller
PBMC das green fluorescent protein. Bei nidherer Betrachtung zeigt sich, dass auch in der
Einzelanalyse sowohl B- als auch T-Zellen nach Transfektion und Inkubation zu etwa 10 %
GFP exprimieren.
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Durch Anféarben mit Propidiumjodid konnte der Anteil der PBMC gezeigt werden, der nach
Anwendung des Transfektionsverfahrens apoptotisch wurde. In ersten Messungen reduzierte

sich die Gesamtpopulation um etwa ein Fiinftel. Ferner zeigte sich, dass die GFP-

exprimierende Zellpopulation nur zu weniger als 1 % apoptotisch wurde.
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Abbildung 7: Gatingschema zur Erfassung der mittels des Human B Cell Nucleofector® Kit GFP-
transfizierten Gesamt-PBMC, B- und T-Zellen.

Nach Aufreinigung aus Vollblut wurden 2 bis 5 Millionen PBMC mit 2 bis 4 pg pmaxGFP®-Plasmid
transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 41 Stunden im Wirmeschrank bei 37 °C, wihrend der die
transfizierten Zellen GFP exprimierten, wurde eine Zellprobe entnommen und wie bendtigt mit
fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Antikdrpern gegen zellspezifische Oberflichenantigene gefdrbt. Die
Frequenz der verschiedenen Zelltypen wurde anschlieend durchflusszytometrisch ermittelt.

Die Teilabbildungen 1), 2), 3) und 4) zeigen das fiir die durchflusszytometrischen Messungen verwendete
Gating Schema. 1) zeigt alle gemessenen Events der Probe, das Fenster begrenzt die Population vitaler
PBMC die 99,0 % des PBMC Gemisches ausmacht. 2) zeigt die PBMC Population, gegatet wurde der
10,9 % messende Anteil GFP-exprimierender Zellen. In den Teilabbildungen 3) und 4) sieht man iiber der
Abszisse die aus der Lymphozytenpopulation herausdriftende Population der GFP-exprimierenden Zellen
in den rechten beiden Quadranten. In 3) erscheint neben der Ordinate als nach oben driftende Population
die Gruppe der CD19* B-Zellen (2,3 % der Lymphozyten) in den oberen zwei Quadranten, in 4) die der
CD3" T-Zellen (61,3 % der Lymphozyten). Im rechten oberen Quadranten befinden sich die GFP-
exprimierenden CD19* (0,2 % aller Lymphozyten) bzw. CD3" Zellen (6,9 % aller Lymphozyten).
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Abbildung 8: Gatingschema zur Erfassung Propidiumiodid gefirbter PBMC.

Nach Aufreinigung aus Vollblut wurden 2 bis 5 Millionen PBMC unter Verwendung des Human B Cell
Nucleofector® Kit mit 2 bis 4 ug pmaxGFP®-Plasmid transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von
41 Stunden im Wirmeschrank bei 37 °C, wihrend der die transfizierten Zellen GFP exprimierten, wurde
eine Zellprobe entnommen und mit Propidiumjodid gefiarbt. Die Frequenz der GFP-exprimierenden und
der Propidiumjodid gefirbten Zellen wurde anschliefend durchflusszytometrisch ermittelt.

1), 2) und 3) zeigen das fiir die durchflusszytometrischen Messungen verwendete Gating Schema. 1) zeigt
alle gemessenen Events der Probe, das Fenster begrenzt die Population vitaler PBMC (87,9 % aller
PBMC). 2) zeigt die PBMC Population, gegatet wurde der Anteil nicht Propidiumjodid gefirbter Zellen,
hier 78,4 %. In 3) sieht man iiber der Abszisse die aus der Lymphozytenpopulation herausdriftende
Population GFP-exprimierender Zellen in den rechten beiden Quadranten, anteilig 12,9 % der
Lymphozytenpopulation. Als neben der Ordinate nach oben driftende Population erscheint die Gruppe der
Propidiumjodid positiven, also toten Zellen in den oberen zwei Quadranten, die 12,0 % ausmacht. Im
rechten oberen Quadranten befinden sich die toten, GFP-exprimierenden Zellen (0,1 %).

3.2.1.1. Transfektionsraten von PBMC und B-Zellen in PBMC

Zunichst sollte die Transfektionseffizienz von Gesamt-PBMC und priméren B-Zellen unter
Einsatz des Nucleofector® Verfahrens und des Human B Cell Nucleofector® Kit untersucht
werden. Hierzu wurden PBMC mittels Ficoll-Gradient aus heparinisiertem Vollblut isoliert,
mit pmaxGFP®—Plasmid—DNA transfiziert und anschlieBend in BZM im Brutschrank
inkubiert. Danach wurde die Transfektionsrate anhand der Zahl GFP-exprimierender Zellen
ermittelt. Diese sowie die Identitéit der Zellen konnte in durchflusszytometrischen Verfahren
bestimmt werden.

Die Abbildung 9 und Abbildung 10 zeigen den Anteil GFP exprimierender B-Zellen (blaue
Balken) und PBMC (rote Balken) nach 24 und nach 41 Stunden Inkubationszeit. In
Abbildung 9 ist die Transfektionsrate nach 24 Stunden dargestellt. Die maximale
Transfektionsrate der B-Zellen betrug hier 42,86 %, bei Spender 11 wurde in beiden
Ansitzen keine GFP Expression erreicht. Die Transfektionsrate der PBMC betrug maximal
43,1 % und minimal 2,4 %. Dabei fiel auf, dass die kompletten PBMC insgesamt effizienter
transfiziert wurden als die Population der B-Zellen (MWpgmc= 24,75 %, MW3g_zelien=
11,18 %). Bis auf einen Ansatz wurden die PBMC stets prozentual hiufiger transfiziert. Der
Anteil der B-Zellen am PBMC Gemisch schwankte bei den verschiedenen Spendern von
1,5 % bis 5,7 %. Spender 11 besall den prozentual geringsten Anteil an B-Zellen, also 1,5 %
der PBMC. Den hochsten Anteil besall Proband 35 mit 5,7 %.
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Abbildung 9: Bestimmung der Transfektionsrate von B-Zellen und PBMC in PBMC Kulturen 24
Stunden nach Transfektion mittels des Human B Cell Nucleofector® Kit.

Zur Ermittlung der Transfektionsrate von B-Zellen und Gesamt-PBMC unter Verwendung des Human B
Cell Nucleofector® Kit wurden PBMC aus Spenderblut isoliert. Pro Transfektion (Programm U15) wurden
4 (Probanden 33, 34, 16) oder 5 (Probanden 11, 35, 36, 37) Millionen PBMC und 4 ug pmaxGFP®
Plasmid-DNA eingesetzt. Die GFP Expression der verschiedenen Zellpopulationen wurde 24 Stunden nach
Transfektion durchflusszytometrisch ermittelt. In der Grafik zeigen die blauen Balken den Prozentsatz der
transfizierten B-Zellen, die roten den transfizierten Anteil aller PBMC.

Es wurden 13 unabhingige Transfektionsexperimente mit Blutzellen von 7 Probanden durchgefiihrt, dabei
maximal 2 Experimente pro Spender.

Abbildung 10 zeigt vergleichend dazu den Anteil GFP-exprimierender Zellen 41 Stunden
nach Transfektion mit dem pmaxGFP®-Plasmid. Die maximale Transfektionsrate der B-
Zellen betrug hier 14,29 %, die minimale 3,16 %; Mittelwert war 6,25 %. Bei den PBMC
wurde mit einem Mittelwert von 10,32 % maximal 20,4 % und minimal 5,6 % erreicht.
Auch bei diesem Ansatz wurden die PBMC insgesamt wieder prozentual héufiger
transfiziert als ihr B-Zell Anteil, allerdings wichen die Mittelwerte nach 41 Stunden
Inkubationszeit nur um 4,07 % auseinander, wihrend es vorher, nach 24 Stunden noch
13,57 % waren.
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Abbildung 10: Bestimmung der Transfektionsrate von B-Zellen und PBMC in PBMC Kulturen 41
Stunden nach Transfektion mittels des Human B Cell Nucleofector® Kit.

Zur Ermittlung der Transfektionsrate von B-Zellen und PBMC unter Verwendung des Human B Cell
Nucleofector®Kit wurden PBMC aus dem Blut gesunder Spender isoliert. Pro Transfektion (Programm
U15) wurden 4 Millionen PBMC und 3 ug pmaxGFP® Plasmid-DNA eingesetzt. Die Zahl GFP-
exprimierender Zellen der verschiedenen Populationen wurde 41 Stunden nach Transfektion
durchflusszytometrisch bestimmt. In der Grafik zeigen die blauen Balken den Prozentsatz der transfizierten
B-Zellen, die roten den transfizierten Anteil aller PBMC.

Es wurden 6 unabhiingige Transfektionsexperimente mit Blutzellen von 3 Probanden durchgefiihrt, dabei je
2 Experimente pro Spender.

Vergleicht man die Transfektionsergebnisse nach 24 und 41 Stunden Inkubationszeit, fallt
sowohl bei PBMC als auch nur bei den darin enthaltenen B-Zellen eine im Zeitverlauf
fallende GFP-Expression auf. Diese fillt in den PBMC von durchschnittlich 24,75 % auf
10,32 %, in B-Zellen von 11,18 % auf 6,25 %. Dies zeigt auch, dass nach beiden
Zeitabschnitten die GFP-Expression im gesamten PBMC Kollektiv gegeniiber der in den B-
Zellen durchschnittlich sowie in den Einzelwerten (bis auf eine Ausnahme, sieche Abb.9,
fiinftes Sédulenpaar) groBer ist. Gegeniiber der GFP-Expression im B-Zell-Anteil ist die
GFP-Expression im PBMC Kollektiv nach 24 Stunden rund zweieinhalbfach, nach 41
Stunden nur noch etwa aufs Doppelte erhoht.

Die beiden Versuchsreihen zeigten, dass unter Verwendung des Human B Cell
Nucleofector® Kit PBMC insgesamt anteilig deutlich besser transfiziert wurden, als die im
PBMC Gemisch enthaltenen B-Zellen. Maximal lieB sich eine Transfektionsrate von
42,86 % bei den B-Zellen erreichen. Nach verlidngerter Inkubationszeit von insgesamt 41
Stunden reduzierte sich die Diskrepanz zwischen den Transfektionsraten von PBMC und
den darin enthaltenen B-Zellen auf Mittelwerte von 6,25 % bei den B-Zellen und 10,32 %
bei den PBMC.
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3.2.1.2. Transfektionsraten von T-Zellen in PBMC, B-Zellen in PBMC und
Gesamt-PBMC

Im weiteren sollte untersucht werden, ob auch T-Zellen unter Einatz des Human B Cell
Nucleofector® Kit im PBMC Gemisch transfiziert wurden. Diese Frage ist von besonderer
Bedeutung, da T-Zellen durch die Transfektion moglicherweise so funktionell beeintrachtigt
werden, sodass sie nicht mehr in der Lage sind, die RTT Reaktion auszulésen. AuBBerdem
wurde untersucht, in welcher Weise sich der Einsatz unterschiedlicher
Transfektionsprogramme des Nucleofector® EinfluB auf die Transfektionsraten auswirkt.

Hierzu wurden wiederum PBMC aus heparinisiertem Vollblut dreier gesunder Spender (20,
30, 31) isoliert. Jeweils 6 Ansitze wurden pro Transfektionsprogramm mit pmaxGFP®-
Plasmid-DNA transfiziert und anschlieBend fiir 41 Stunden in BZM im Brutschrank
inkubiert. Die durchflusszytometrisch ermittelten Transfektionsraten der PBMC und ihren
Unterpopulationen wurden in Boxplot-Diagrammen (Berechnung der Quartile mit der
Clevelandmethode nach John Tukey, sieche Anhang C) dargestellt und sind in Abbildung 11
gezeigt. Innerhalb der Box liegen 50 % der Messwerte. Der Median liegt als Querstrich in
der Box und teilt alle Werte in zwei Hilften, sodass oberhalb und unterhalb je 50 % liegen.
Der Boden der Box ist das untere Quartil, 25 % der Daten sind kleiner oder gleich diesem
Wert, analog verhilt es sich mit der Decke der Box, dem oberen Quartil, hier sind 75 % der
Messwerte kleiner oder gleich diesem Wert.

In diesem Diagramm zeigen die roten Balken die Transfektionsraten der PBMC insgesamt,
wihrend die griinen und die blauen Balken jeweils die Transfektionsrate der T-Zell- bzw.
der B-Zell Unterpopulation darstellen. Es fiel auf, dass die T-Zellen in allen drei
Programmen am besten transfiziert wurden, da der Median jeweils der hochste seiner
Gruppe war, mit Werten von 11,04 % (U15), 14,21 % (M30) und 26,40 % (U20). Dabei fiel
hier auch auf, dass der Interquartilabstand bei Programm M30 nur 1,57 % betrug, die
Transfektionsraten in allen 6 Messungen also sehr d@hnlich waren. Fiir den B-Zell-Anteil traf
eher das Gegenteil zu, hier schwankten die Transfektionsraten stark, besonders bei
Programm M30, wo der Interquartilabstand 12,97 % betrug. Weiter war zu sehen, dass die
B-Zell-Population pro Gruppe stets am wenigsten effizient transfiziert wurde, (Mediane von
4,07 % (U15), 7,58 % (M30) und 9,00 % (U20)). Auffillig ist hier auch, dass sich bei
Verwendung der Programme U15 und M30 die Messwerte stark zwischen 25% Quartil und
Median hédufen. Der Anteil der GFP-exprimierenden gesamten PBMC rangiert in etwa
zwischen der Transfektionsrate von B- und T-Zellen, die Mediane betrugen hier 9,45 %
(U15), 11,65 % (M30) und 20,80 % (U20).

Die Effizienz der drei verwendeten Transfektionsprogramme zeigte sich insgesamt
heterogen. Im Vergleich wurden jedoch durchschnittlich alle drei Zellpopulationen mit
Programm U135 schlechter und mit Programm U20 effizienter transfiziert.

In dieser Versuchsreihe konnte somit gezeigt werden, dass bei Transfektion von PBMC mit
dem pmaxGFP®-Plasmid unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit und
Betrachtung der Unterpopulationen der T- und B-Zellen erstere effizienter und letztere
anteilig nur gering transfiziert wurden. Maximal wurde bei T-Zellen eine
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Transfektionseffizienz von 29,37 %, bei B-Zellen dagegen nur von 19,05 % erreicht. Die
Gruppe der gesamten PBMC befand sich beziiglich ihrer Transfektionseffizienz
durchschnittlich zwischen den beiden Untergruppen.

Bei dem Vergleich der Transfektionsprogramme ergab sich eine kontinuierliche Steigerung
der Transfektionseffizienzen von Programm U135 iiber M30 zu U20. Dabei verbesserte sich
die Rate der GFP-exprimierenden B-Zellen im Median von Programm U15 zu Programm
U20 um 4,93 %, die der T-Zellen und Gesamt-PBMC jedoch um 15,36 % bzw. 11,35 %.

35 35

I PBMC gesamt
E T-Zellen in PBMC Kultur
H B-Zellen in PBMC Kultur

GFP exprimierende Zellen in %

u15 M30 U20
Transfektionsprogramme

Abbildung 11: Vergleich der Transfektionsraten von PBMC, B und T-Zellen in PBMC Kulturen.

Die Abbildung zeigt die Transfektionsraten von PBMC, B- und T-Zellen bei Verwendung von drei
unterschiedlichen  Transfektionsprogrammen  (U15, M30, U20) des  Nucleofector®. Je
Transfektionsprogramm wurden 6 unabhingige Experimente durchgefiihrt (je 2 Experimente pro
Blutspender). Zur Ermittlung der Transfektionsrate von Gesamt-PBMC, T- und B-Zellen wurden PBMC
aus Blut von 3 Probanden isoliert und je 4 Millionen Zellen mit 3 pug pmaxGFP® Plasmid-DNA unter
Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 41 Stunden
wurden die Proben entnommen und durchflusszytometrisch der Anteil GFP exprimierender Gesamt-PBMC
und der darin enthaltenen B- bzw. T-Zellen bestimmt. Die im Diagramm abgebildeten Boxplots zeigen den
Median und das obere und untere Quartil des jeweiligen Datensatzes.
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3.2.1.3. Vitalitit von PBMC-Populationen bei Verwendung des
Transfektionsverfahrens

In weiteren Untersuchungen sollte abgekliart werden, inwiefern die Transfektionen unter
Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit Einfluss auf die Vitalitit der eingesetzten
Zellen nahmen.

Hierzu wurden PBMC aus heparinisiertem Vollblut von 3 Spendern (20, 30, 31) isoliert,
jeweils 6 Ansitze pro Transfektionsprogramm mit pmaxGFP®-Plasmid-DNA transfiziert
und anschlieBend fiir 41 Stunden in BZM im Brutschrank inkubiert. Zur Unterscheidung der
lebenden von den toten Zellen wurde je ein Aliquot entnommen, abzentrifugiert, und die
Zellen mit Propidiumjodid (PJ) angeférbt (siche Kapitel 2.2.5.5.). Die Zahl der PJ positiven
Zellen wurde durchflusszytometrisch ermittelt und die Messung nach dem unter Abbildung
8 angegebenen Gating Schema ausgewertet.

Die Ergebnisse wurden in Box Plot Diagrammen dargestellt und sind in Abbildung 12
gezeigt. Es fand sich ein Abfall der Vitalitit in den transfizierten Proben, verglichen mit den
nicht transfizierten Vergleichsproben. Die Population lebender — PJ negativer — Zellen in
den nicht transfizierten Proben betrug noch 958 % bis 97,6 %. Je nach
Transfektionsprogramm verhielt sich die Vitalitidt der Zellen unterschiedlich. Im Median
betrug der Anteil lebender Zellen bei Verwendung von U15 74,0 %, bei M30 69,3 % und
bei U20 61,6 %, mit Interquartilsabstinden von 6,5 % (U15), 4,7 % (M30) und 7,9 % (U20).
Die minimale und maximale Transfektionsrate pro Transfektionsprogramm wurde als Punkt
eingezeichnet.
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Abbildung 12: Vitalitit der PBMC Populationen 41 Stunden nach Transfektion mit verschiedenen
Transfektionsprogrammen des Nucleofector® unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector®
Kits.

Pro Transfektionsprogramm wurden in 6 unabhingigen Experimenten je 4 x 10° PBMC dreier Spender mit
je 3 ug pmaxGFP® Plasmid-DNA transfiziert. Nach einer Expressionszeit von 41 Stunden wurden Proben
entnommen und fiir eine durchflusszytometrische Untersuchung mit Propidiumiodid gefarbt. Das
Diagramm zeigt den prozentualen Anteil der nicht PI gefirbten Zellen der Population. Pro verwendetes
Transfektionsprogramm ist ein Boxplot gezeigt, der Median, 25 % und 75 % Quartil der Wertemenge aus
je sechs Messungen angibt (Berechnung der Quartile nach der Standardmethode). Als Positivkontrolle
dienten Messungen aus drei Proben nicht transfizierter PBMC.

In einem Folgeversuch sollte untersucht werden, wie sich die Vitalitit der unter
Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit transfizierten Zellen zu einem friiheren
Zeitpunkt verhielt. Dazu wurden ebenso PBMC aufgereinigt (Probanden 11, 35, 36, 37),
insgesamt 7 Ansiitze unter Verwendung des Transfektionsprogramm U15 mit pmaxGFP®-
Plasmid-DNA transfiziert und anschlieBend fiir nur 24 Stunden in BZM im Brutschrank
inkubiert. Es wurde ebenfalls eine Farbung der Zellen mit PJ vorgenommen und die Probe
durchflusszytometrisch analysiert. Die Messung wurde nach dem unter Abbildung 8
angegebenen Gating Schema ausgewertet und das Ergebnis in Abbildung 13 in einem Box
Plot Diagramm dargestellt. Der Maximal- und Minimalwert wurde jeweils als Punkt
eingezeichnet. Bei einem Median von 87,3 % und einem Interquartilabstand von 3,4 %
zeigte sich hier die Vitalitdt der Zellpopulation viel stabiler. Die Rate vitaler Zellen in der
Lymphozytenpopulation der untransfizierten Vergleichsprobe betrug 99,6 %.
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Abbildung 13: Vitalitit der PBMC Populationen 24 Stunden nach Transfektion mit
Transfektionsprogramm U15 des Nucleofector® Verfahrens.

In 7 unabhingigen Experimenten wurden je 5x 10° PBMC (Probanden 11, 35, 36, 37) mit je 4 ug
pmaxGFP®Plasmid-DNA transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden Proben
entnommen und fiir eine durchflusszytometrische Untersuchung mit Propidiumiodid gefarbt. Das
Diagramm zeigt den prozentualen Anteil der nicht PI gefirbten Zellen der Population. Gezeigt ist ein
Boxplot, der Median, 25 % und 75 % Quartil der Wertemenge angibt (Berechnung der Quartile nach der
Standardmethode).

Diese Untersuchungen zeigten, dass infolge einer Transfektion mit dem Human B Cell
Nucleofector® Kit die Vitalitit der eingesetzten PBMC nach einer Inkubationszeit von
41 Stunden im Vergleich mit gleichermalen inkubierten untransfizierten Zellen
durchschnittlich um mindestens 20 % fiel. Bei einer reduzierten Inkubationszeit von
24 Stunden betrug die Vitalitit jedoch im Median 87,3 %, was im Vergleich zur
untransfizierten Probe nur einer Reduktion von knapp 10 % entspricht.

3.2.1.4. Transfektionsraten von B-Zellen in PBMC, abhiingig von deren Anteil im
Spenderblut

Im folgenden Experiment sollte nun untersucht werden, inwiefern sich die Hohe des
prozentualen Anteil an B-Zellen im PBMC Gemisch des Spenders auf deren
Transfektionsrate auswirkt. Da B-Zellen gewohnlich etwa 2 bis 20 % der PBMC
ausmachen, ist von Natur aus eine grofle Variabilitit vorhanden, die als Einflussgrofe
untersucht wurde.

Erneut wurden PBMC aus heparinisiertem Vollblut von 3 Spendern (20, 30, 31) isoliert,
jeweils 6 Ansitze pro Transfektionsprogramm mit pmaxGFP®-Plasmid-DNA transfiziert
und anschliefend fiir 41 Stunden in BZM im Brutschrank inkubiert. Anschliefend wurde
duchflusszytometrisch der prozentuale Anteil der B-Zellen in der PBMC-Kultur und der
prozentuale Anteil GFP-produzierender B-Zellen nach Transfektion mit den Programmen
U15, M20, U30 ermittelt. Das Ergebnis ist in Abbildung 14 dargestellt. Die blauen Balken
zeigen den B-Zell-Anteil der PBMC jedes Probanden. Die grauen Balken stellen den Anteil
an B-Zellen dar, der 41 Stunden nach Transfektion GFP exprimiert. Zur Transfektion
wurden drei verschiedene Programme im Vergleich verwendet.

Auch hier fielen die Transfektionsraten sehr unterschiedlich aus. Die Vermutung, dass mit
grofBerem B-Zell-Anteil in den PBMC auch ihre Transfektioneffizienz stieg, lie3 sich nicht
bestétigen.

So wurden die B-Zellen von Spender 31, der nur einen Anteil von 3,30 % B-Zellen in
isolierten PBMC aufwies, mit Raten von 14,81 %, 17,14 % und 19,05 % transfiziert,
wihrend bei Spender 30, der einen weitaus hoheren B-Zell-Anteil von 8,70 % aufwies,
maximal eine Transfektionsrate von 4,44 % der B-Zellen feststellbar war. Spender 22 mit
einem B-Zell-Anteil von 3,60 % lag mit den erzielten Transfektionsraten in etwa
dazwischen (3,23 % bis 14,29 %).
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Somit wurde in diesem Experiment gezeigt, dass die Transfektionsrate von B-Zellen nicht
abhédngig von deren Anteil im PBMC Gemisch des Spenders ist.
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Abbildung 14: Zusammenhang der Transfektionsrate von B-Zellen in PBMC mit ihrem
prozentualen Anteil in der PBMC Kultur.

Die Abbildung zeigt 3 parallele Transfektionsexperimente mit aus Vollblut aufgereinigten PBMC
verschiedener Probanden. Der blaue Balken beschreibt den Anteil der B-Zellen von den PBMC des
jeweiligen Spenders. Unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit wurden mit den
Programmen U15, M30 und U20 jeweils 2 unabhingige Transfektionsexperimente durchgefiihrt. Pro
Transfektion wurden 4 Millionen PBMC und 3 pg pmaxGFP® Plasmid-DNA eingesetzt. Die grauen
Balken zeigen den Anteil GFP exprimierender B-Zellen (CD19%), der 41 Stunden nach Transfektion
durchflusszytometrisch ermittelt wurde.

3.2.1.5. Transfektionsraten von isolierten B-Zellen

In einem néchsten Versuchsansatz wurde untersucht, ob sich primidre B-Zellen oder B-
Zelllinien im Vergleich zu B-Zellen in Gemischen verschiedener Blutleukozyten effizienter
transfizieren lassen. Diese Fragestellung wurde unter Verwendung frisch aus PBMC
isolierter B-Zellen und der Zellinie DG75 untersucht. Letztere ist eine 1975 etablierte B-
Zelllinie, die urspriinglich aus einem Burkitt Lymphom stammt (sieche Kapitel 2.1.4.).

Zunidchst wurden PBMC mittels Ficoll-Gradient aus Spenderblut (Probanden 39, 98)
aufgereinigt. Aus diesen wurden unter Verwendung des B Cell Isolation Kit 1° (Miltenyi
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) die CD19" B-Zellen isoliert, in einer Konzentration von
1 x 10%ml in BZM aufgenommen und fiir 12 Stunden bei 37 °C und 5% CO, im
Wirmeschrank inkubiert. Es folgte die Transfektion mit pmaxGFP®-Plasmid DNA und
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anschlieBend nach einer weiteren Inkubationszeit von 7, 24, 48 oder 72 Stunden die
durchflusszytometrische Messung der GFP-Expression (sieche Abbildung 15).

Dabei fand sich zu den unterschiedlichen Zeitpunkten ein prozentualer Anteil GFP-
exprimierender primérer B-Zellen von 0,0 % bis maximal 0,9 %. Allen Proben gemein war
hier der Expressionsabfall hin zum 72 Stunden Messwert. Interessant ist, dass alle drei
Proben ihre maximale GFP-Expression zu einem anderen Zeitpunkt haben. Probe 39A weist
eine Expressionsrate von maximal 0,3 % zu den Zeitpunkten 24 und 48 Stunden auf. Den
frithesten Spitzenwert der GFP-Expression erreichte Probe 39B schon bei der ersten
Messung nach 7 Stunden mit 0,4 %. Probe 98 zeigt mit 0,9 % die hochste Rate GFP-
exprimierender Zellen zum Zeitpunkt 48 Stunden nach Transfektion.

So wurde mit diesem Experiment zwar gezeigt, dass auch bei aus PBMC aufgereinigten B-
Zellen eine Transfektion und nachweisbare GFP-Expression stattfindet, allerdings war die
Transfektionsrate mit maximal 0,9 % zum Zeitpunkt 48 Stunden deutlich niedriger als bei
Transfektionen von B-Zellen in PBMC.
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Abbildung 15: Transfektionsraten isolierter B-Zell-Populationen unter Verwendung des Human B
Cell Nucleofector® Kit.

Aus frisch isolierten PBMC von 2 Spendern (39, 98) wurden mittels der MACS® Technologie CD19* B-
Zellen isoliert. In 3 unabhédngigen Transfektionsexperimenten wurden je 2 Millionen B-Zellen unter
Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit mit je 2 ug pmaxGFP® Plasmid-DNA transfiziert
(Programm U15) und nach 7, 24, 48 und 72 Stunden der Prozentsatz GFP exprimierender Zellen
durchflusszytometrisch ermittelt. Bei Proband 39A wurden zum jeweiligen Zeitpunkt 0,2 %, 0,3 %, 0,3 %
und 0,0 % GFP-exprimierende Zellen gemessen, bei Proband 39B analog dazu 0,4 %, 0,3 %, 0,1 % und
0,0 %, bei Proband 98 0,6 %, 0,4 %, 0,9 % und 0,2 % GFP-Expression.

Der zweite Ansatz zur Untersuchung der Transfektionsraten von reinen B-Zellen war die
Verwendung von Zellen der DG75-Zelllinie. Hierzu wurden DG75 Zellen unter
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Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit mit pmaxGFP® transfiziert, anschlieBend
in DG75-Medium aufgenommen und im Wirmeschrank bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Der durchflusszytometrisch ermittelte Anteil GFP-produzierender Zellen zu den
Zeitpunkten 7, 24, 48 und 72 Stunden ist in Abbildung 16 aufgetragen. Man sieht einen
stetigen Anstieg des Prozentsatzes GFP exprimierender transfizierter Zellen beginnend bei
34,1 % zu Stunde 7 nach Transfektion bis zu 49,5 % nach 72 Stunden Inkubation.
Beispielhaft wurde hier der Zeitverlauf von einem Transfektionsexperiment aufgetragen.

Es zeigte sich also nach der Transfektion von pmaxGFP® in DG75-Zellen mit maximal
49,5 % ein deutlich hoherer Anteil GFP-exprimierender Zellen als in den bisherigen
Versuchen.
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Abbildung 16: Transfektionsraten von DG75 Zellen unter Verwendung des Human B Cell
Nucleofector® Kits.

Das Diagramm zeigt die prozentuale Zahl GFP exprimierender DG75 Zellen nach Transfektion des GFP-
Expressionsvektors unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit. Zur Ermittlung der
Transfektionsrate wurden 4 Millionen DG75 Zellen mit 4 pg pmaxGFP® Plasmid-DNA transfiziert
(Programm U15). Die Zahl GFP exprimierender Zellen wurde nach 7, 24, 48 und 72 Stunden
durchflusszytometrisch ermittelt.

3.2.2.  Herstellung von Expressionsvektoren zur Prédsentation intrazellulir
exprimierter Proteine auf HLA-Klasse-II Molekiilen

Um dem Ziel der Entwicklung eines neuen Verfahrens zur Differentialdiagnose der
Tuberkulose niherzutreten, wurden im folgenden Abschnitt Plasmide zur Expression von
Zielstrukturen kloniert.

Es sollten zwei Plasmide hergestellt werden, die fiir das Protein ESAT-6 bzw. das
synthetische Fusionsprotein ESAT-6/ CFP-10 aus Mycobacterium tuberculosis kodierten.
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Diese stellen bekannte Pathogenitétskriterien des Mycobacterium-tuberculosis-Komplex dar,
die zum einen nicht im BCG-Impfstamm vorkommen und zum anderen in vivo eine starke
T-Zell-Antwort erzielen konnen (Lalvani, 2001). Da intrazelluldr exprimierte Proteine
gewohnlich entweder zytosolisch bleiben oder sezerniert werden, sollte der
Expressionsvektor gleichzeitig zwei Lokalisierungskonstrukte des LAMP 1 enthalten. Diese
sorgen fiir die Einschleusung des intrazelluldr exprimierten Proteins in den HLA-Klasse-1II-
Weg, sodass nach Proteinexpression in der B-Zelle eine Epitoppriasentation an T-
Helferzellen moglich ist.

Als Ausgangsplasmid diente pcDNA 3.1(+)ANeoLAMP (sieche Kapitel 2.1.5.1.),
urspriinglich ein pcDNA3.1(+) Vektor, aus dem die Resistenz fiir Neomycin entfernt und in
den bereits ein Fusionsgen aus zwei Regionen des LAMP 1 Gens einkloniert worden war.
Diese Lokalisierungssequenz besteht aus einem Teil, der spiter den Transport aus dem
Zytoplasma ins endoplasmatische Retikulum vermittelt und am 5‘-Ende lokalisiert ist (83
Basenpaare) und einer zweiten Region (120 Basenpaare), welche die Weiterleitung des
Proteins in das Lysosom vermittelt (Wu, 1995). Zwischen beiden Regionen des LAMP1
Gens befand sich eine Bam HI Schnittstelle.

Das zweite verwendete Plasmid pET-22b(+)_esxAB (siehe Kapitel 2.1.5.1.) enthielt bereits
die Sequenzen von ESAT-6 und CFP-10 als Fusionsgen unter der Kontrolle eines CMV-
immediate-early-Promotors. Das Gen von ESAT-6 triagt die Bezeichnung esxA, das von
CFP-10 esxB, und das synthetische Fusionsgen esxAB. Mithilfe unterschiedlicher
Primersequenzen (siehe Kapitel 2.1.5.2.) lieBen sich hier in einer PCR Reaktion sowohl
esxA als auch esxAB herausamplifizieren. Dabei wurden die PCR Produkte durch die
verwendeten Primer an ihren Enden jeweils mit Restriktionsschnittstellen fiir Bgl II
versehen. Anschliefend wurden sie iiber diese in einen mit Bam HI (Basenpaar 930)
linearisierten pcDNA3.1(+)ANeoLAMP -Vektor irreversibel eingefiihrt (sieche Abbildung 17
und Abbildung 18). Da Bam HI und Bgl 11 Schnittstellen iiber eine identische
Uberlappungssequenz verfiigen, war eine Ligation durchfiihrbar, die Schnittstellen gingen
damit allerdings jeweils verloren.

Die Uberpriifung der korrekten Orientierung des Inserts im Plasmid erfolgte durch ein
analytisches PCR-Verfahren. Lieferte dieses ein DNA-Fragment der erwarteten Grofe,
konnte von der erwiinschten Lage des Inserts ausgegangen werden. Die Korrektheit des
Inserts und der flankierenden Sequenzen wurde durch Sequenzierung (Firma Metabion®,
Regensburg) bestitigt. Die anschlieBende groBmaBstibliche Produktion von endotoxinfreier
Plasmid-DNA erfolgte durch die Firma GeneArt, Regensburg.

Die auf diese Weise generierten Expressionsvektoren erhielten die Bezeichung
pcDNA3.1(+)4AneoLAMP_esxA und pcDNA3.1(+)ANeoLAMP_esxAB (siehe Abbildung 17
und Abbildung 18). In dieser Arbeit werden sie als ESAT-6- bzw. ESAT-6/ CFP-10-
Expressionsvektoren bezeichnet. Als Negativkontrolle diente pcDNA3.1(+)ANeoLAMP, der
nachfolgend als Leervektor bezeichnet wurde.
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Abbildung 17: Klonierung eines Expressionsvektors fiir die intrazellulire Synthese von ESAT-6 in
Kombination mit Signalsequenzen zum Einschleusen des exprimierten Proteins in den HLA-Klasse-
II-Prozessierungsweg.

EsxA, das Gen des Proteins ESAT-6 aus Mycobacterium tuberculosis, wurde zuerst durch eine PCR
(Polymerasekettenreaktion) aus dem pET-22b(+)_esxAB Plasmid herausamplifiziert. Die verwendeten
Primer enthielten sowohl am 5°¢ als auch am 3°‘ Ende neben der Erkennungssequenz fiir esxA eine
Schnittstelle fiir Bgl II. Das Konstrukt wurde durch einen Restriktionsverdau mit Bgl II geschnitten und in
den mit Bam HI linearisierten pcDNA3.1(+)ANeoLAMP Vektor kloniert.

esxAB: Gen des ESAT-6/ CFP-10 Fusionsproteins; Ampicillin: Gen fiir die B-Laktamase (vermittelt eine
Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin); CMV prom: Promotor des Cytomegalievirus; T7 Promotor:
Promotor des Phagen T7, LAMP 1: Gen des Lysosom-assoziierten Membranprotein 1, ER: Signalsequenz
des LAMP 1 fiir das Endoplasmatische Retikulum; LY: Signalsequenz des LAMP-1 fiir das Lysosom,
BGH pA: Polyadenylierungssignal des bovinen Wachstumshormons ; fl ori: Replikationsursprung des
Phagen f1; pUC ori: Replikationsursprung des pUC Plasmids; ANeo: bezeichnet die Deletion des
Resistenzgens gegen das Antibiotikum Neomycin.
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Abbildung 18: Klonierung eines Expressionsvektors fiir die intrazelluliire Synthese des ESAT-
6/ CFP-10 Fusionsproteins in Kombination mit Signalsequenzen zum Einschleusen des exprimierten
Proteins in den HLA-Klasse-II-Prozessierungsweg.

EsxAB, das Gen eines Fusionsproteins aus ESAT-6 und CFP-10 (beide aus Mycobacterium tuberculosis),
wurde zuerst durch eine PCR Reaktion aus dem pET-22b(+)_esxAB Plasmid herausamplifiziert. Die
verwendeten Primer enthielten sowohl am 5° als auch am 3° Ende neben der Erkennungssequenz fiir esxAB
die Schnittstelle fiir Bgl II. Das Amplifikat wurde durch Bg/ II Restriktionsverdau geschnitten und in den
mit Bam HI linearisierten pcDNA3.1(+)4ANeoLAMP Vektor kloniert.

esxAB: Gen des ESAT-6/ CFP-10 Fusionsproteins; Ampicillin: Gen fiir die f-Laktamase (vermittelt eine
Resistenz gegen das Antibiotikum Ampicillin); CMV prom: Promotor des Cytomegalievirus; 77 Promotor:
Promotor des Phagen T7, LAMP I: Gen des Lysosom-assoziierten Membranprotein 1, ER: Signalsequenz
des LAMP 1 fiir das Endoplasmatische Retikulum; LY: Signalsequenz des LAMP [ fiir das Lysosom, BGH
pA: Polyadenylierungssignal des bovinen Wachstumshormons ; fI ori: Replikationsursprung des Phagen
fl; pUC ori: Replikationsursprung des pUC Plasmids; 4Neo: bezeichnet die Deletion des Resistenzgens
gegen das Antibiotikum Neomycin.

3.2.3.  Funktionelle Charakterisierung des Transfektionssystems

3.2.3.1. Proteinexpression in PBMC

In diesem Experiment sollte untersucht werden, ob nach Transfektion von PBMC mit dem
ESAT-6- oder dem ESAT-6/ CFP-10-Expressionsplasmid unter Verwendung des Human B
Cell Nucleofector® Kits eine nachweisbare Proteinexpression stattfindet.
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Hierzu wurden PBMC aus Vollblut (Proband 13) isoliert und anschliefend 4 x 10° Zellen
mit je 2 ug ESAT-6-Expressionsplasmid transfiziert (siehe Kapitel 2.2.3.9.). Die Zellen
wurden nach der Transfektion sofort in einer Konzentration von 2 x 10%ml in BZM
ausgesiht und fiir 24 Stunden bei 37 °C im Wirmeschrank inkubiert. Aliquots der Zellen
und Uberstinde wurden in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der Nachweis der
gewiinschten Proteine erfolgte mittels Western Blot unter Einsatz eines monoklonalen anti-
ESAT-6 Antikorpers ab26246 (ESAT-6 antibody, Mouse monoclonal, ab26246, Abcam
plc., Cambridge, England) sowie eines anti-Maus-AP-Antikorpers (Polyclonal Goat Anti-
Mouse-Ab AP, DakoCytomation, Glostrup, Danemark, siehe Kapitel 2.2.4.2.1.).

In diesen Experimenten konnte nach Transfektion der Zellen mit dem ESAT-6-
Expressionsplasmid unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kits weder in
Zelllysaten noch im Kulturiiberstand das ESAT-6 Protein nachgewiesen werden. Analog
dazu war nach Transfektion mit dem ESAT-6/ CFP-10-Expressionsplasmid ebenfalls keine
Expression nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Dagegen konnte in der Kontrollspur 7 des
Gels, welche mit rekombinant hergestelltem ESAT-6 Protein beladen wurde, ein Protein mit
einer molaren Masse von ungefihr 6 kD nachgewiesen werden (siehe

Abbildung 19).

Somit induzierten die Plasmide ESAT-6 bzw. ESAT-6/ CFP-10 nach Transfektion in PBMC
keine mittels Immunoblotting nachweisbare Expression des ESAT-6 bzw. ESAT-6/ CFP-10
Proteins.

MW
47,5 -
32,5 -

24 -
16,5 -

6,5 -

Abbildung 19: Expression des ESAT-6 Proteins in PBMC nach Transfektion mit dem ESAT-6-
Expressionsplasmid unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kits.

4 x 10° PBMC wurden mit dem ESAT-6-Expressionsplasmid unter Verwendung des Programms U15
transfiziert und fiir 12 Stunden kultiviert. Dann wurden alle Zellen des Kulturansatzes sedimentiert und in
20 ul Boiling-Mix aufgenommen. Von den Uberstinden wurden je 0,5 ml mit der Na-Doc-Methode
ausgefillt und das Pellet anschlieBend ebenfalls in 20 ul Boiling-Mix aufgenommen. Alle so gewonnen
Proben wurden 5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Je 20 pl Zellprobe (Spur 1: Leervektor transfiziert, Spur 2
und 3: ESAT-6-Expressionsplasmid transfiziert) und je 20 ul Uberstandprobe (Spur 4: Leervektor
transfiziert, Spur 5 und 6: ESAT-6-Expressionsplasmid transfiziert) wurden auf einem 15 %igen SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt, anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und unter
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Verwendung eines Maus-anti-ESAT-6-Antikorpers (ab26246) und eines anti-Maus-AP-Antikorpers
entwickelt. Spur 7: 0,5 pg rekombinantes ESAT-6 Protein, MW: Groflenmarker, in kDa (ColorPlus
Prestained Protein Marker P7709V, Broad Range (6,5-175 kDa), New England Biolabs, Ipswich, USA).

3.2.3.2. Proteinexpression in DG75-Zellen

Zur Uberpriifung der Funktionalitit der Plasmide wurden zudem Expressionsexperimente in
der B-Zelllinie DG75 herangezogen.

Unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kits (Lonza, Kéln) wurden DG75-
Zellen mit dem ESAT-6- und dem ESAT-6/ CFP-10-Expressionsplasmid transfiziert und
anschlieBend in einer Konzentration von 2x 10%ml in DG75-Medium bei 37 °C im
Wirmeschrank inkubiert. Nach 7, 24, 48 und 72 Stunden wurden Proben entnommen,
Zellen und Uberstinde separat auf SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen, anschlieBend im
Wet-Blot Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit der AP-Reaktion
entwickelt (siehe Kapitel 2.2.4.2.2..)

Abbildung 20 zeigt das Ergebnis des Western Blots. Die Berechnung der
Molekulargewichte von detektierten Proteinen erfolgte anhand der ermittelten

Regressionsgerade (MW = 102903x +0.692D)

x =relative Laufstrecke, siche Anhang D). Es
zeigt sich, dass der verwendete Antikorper das als Positivkontrolle aufgetragene ESAT-6
Protein (Spur 18) erkannt hat. Es erscheint kurz unterhalb der 7 kD Bande des Markers und
analog dazu im vorangehenden Blot in Abbildung 19 bei 6,5 kD. Angegeben war die
molekulare Masse des rekombinanten Proteins mit 9,9 kD. Zu sehen ist ferner das ebenfalls
als Positivkontrolle aufgetragene ESAT-6/ CFP-10 Fusionsprotein (Spur 17). Es erscheint
bei circa 19,6 kD, seine molekulare Masse war angegeben mit 21,21 kD. In den Spuren 1
bis 4, die ESAT-6-Expressionsplasmid transfizerte Zellen der Inkubationszeitriume 7, 24,
48 und 72 Stunden enthalten, ist ebenfalls Protein mit einer molaren Masse von 11,1 kD zu
erkennen. Dieses Protein entspricht in seiner Grofe in etwa dem erwarteten
Molekulargewicht fiir ESAT-6 von 9,6 kD, im Vergleich zur Positivkontrolle in Spur 18
lauft es hoher. Eine Erkldrung fiir diesen Befund wire, dass in den mit ESAT-6-
Expressionsplasmid transfizierten Zellen synthetisiertes ESAT-6 zusitzlich die lysosomale
Zielsequenz des LAMP 1 enthilt. Diese hat ein Molekulargeweicht von 4,3 kD, man wiirde
also insgesamt ein Fusionsprotein von 13,9 kD erwarten.

Dagegen war in mit dem ESAT-6/ CFP-10-Expressionsplasmid bzw. dem Leervektor
transfizierten Zellen (Spuren 9 bis 12 bzw. 13 bis 16), sowie in allen getesteten
Zellkulturiiberstinden (Spuren 5 bis 8: Uberstinde nach Transfektion mit dem ESAT-6-
Expressionsplasmid; weitere Daten nicht gezeigt) kein Protein nachweisbar.

Unter Verwendung von DG75-Zellen gelang zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden und
in geringerem Ausmafl auch nach 7 Stunden nach Transfektion mit dem ESAT-6-
Expressionsplasmid ein immunologischer Nachweis des Proteins. Die Grofle des
nachgewiesenen Proteins spricht ebenfalls fiir das Vorliegen von ESAT-6. Der Nachweis
signifikanter ESAT-6 Mengen zeigt sowohl die Funktionalitit des produzierten Plasmids als
auch des verwendeten Transfektionsverfahrens.
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In DG75-Zellen war — wie zuvor in PBMC - keine detektierbare Expression von ESAT-
6/ CFP-10 Fusionsprotein zu beobachten.

MW (M 1 2 3 4 56 789 101112 1314 15 161718
58 -
46 -

L)
ESAT-6/CFP-10

ESAT-6

Abbildung 20: Expression des ESAT-6 Proteins in DG75 Zellen nach Transfektion mit dem ESAT-6-
Expressionsplasmid unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kits.

Fiir die Transfektion (Programm U15) wurden je 4 ug Plasmid-DNA und 4 x 10° Zellen eingesetzt, die
anschliefend in 2 ml DG75 Medium bei 37 °C und 5 % CO, inkubierten. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden je 500 ul Zellsuspension entnommen. Die sedimentierten Zellproben wurden in 40 ul Boiling-Mix
aufgenommen, die in den Uberstinden enthaltenen Proteine wurden mit Aceton ausgefillt und in 80 ul
Boiling-Mix aufgenommen. Je 40 pl Zellprobe (Spuren 1: 7 h, 2: 24 h, 3: 48 h, 4: 72 h nach Transfektion
mit dem ESAT-6-Expressionsplasmid; Spuren 9: 7 h, 10: 24 h, 11: 48 h, 12: 72 h nach Transfektion mit
dem ESAT-6/ CFP-10-Expressionsplasmid; Spuren 13: 7 h, 14: 24 h, 15: 48 h, 16: 72 h nach Transfektion
mit dem Leervektor) und je 40 ul Uberstandprobe ( Spuren 5: 7h, 6: 24h, 7: 48h, 8: 72h nach
Transfektion mit dem ESAT6-Expressionsplasmid) wurden auf einem 12,5 %igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt, anschliefend auf Nitrozellulosemembran geblottet, und unter Verwendung eines Maus-anti-
ESAT-6-Antikorpers und eines Anti-Maus-AP-Antikorpers entwickelt. Spur 17: 0,5 ug rekombinantes
ESAT-6/ CFP-10 Fusionsprotein, Spur 18: 0,5 ug rekombinantes ESAT-6 Protein, MW: Molekulargewicht
in kDa, M: Grolenmarker (Prestained Protein Marker P7708S, Broad Range (7-175 kDa), New England
Biolabs, Ipswich, USA).

3.2.3.3. Vergleichende Untersuchung der Zellvitalitdt vor und nach Transfektion
mit verschiedenen Plasmiden unter Verwendung des Nucleofector®
Verfahrens

Um eine Beeintrichtigung der Zellvitalitidt durch toxische Wirkungen der verschiedenen
Plasmide sowie des Transfektionsreagens Human B Cell Nucleofector® Solution zu
untersuchen wurde in den folgenden Experimenten vergleichend die Gesamtzahl der PBMC
vor sowie 24 Stunden nach Transfektion erfasst.

Dafiir wurden wiederum PBMC aus heparinisiertem Vollblut (Probanden 37, 40)
aufgereinigt, in einer definierten Zellzahl fiir Transfektionen mit verschiedenen Plasmiden
eingesetzt und nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, die
Zellzahl jeder Probe erneut ausgezihlt.
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Abbildung 21 zeigt die Zellzahl Plasmid-transfizierter Proben (Sdulen 3 bis 7) in % der
Zellzahl aus den untransfizierten Vergleichsproben (Sdulen 1) 24 Stunden nach
Transfektion. Die Sdulen 2 zeigen untransfizierte Proben, die nur mit der Human B Cell
Nucleofector® Solution Transfektionslosung versetzt wurden (ebenfalls in % von den Siulen
1). Sie zeigen eine geringfiigige Zellreduktion von 2,2 % bzw. 5,7 %. Betrachtet man die
transfizierten Proben, fallen deutlich reduzierte Zellzahlen auf. Der Mittelwert der
verbliebenen Zellen betrug fiir diese 38,0 % aus den urspriinglich eingesetzten. Ein
Ausreifler ist Probe 3, Proband 40 mit einer nur gering reduzierten Zellpopulation von
77,9 %. In allen eingesetzten transfizierten Blutproben der Probanden war nach 24 Stunden
ein vergleichbarer Abfall zu beobachten.

Dieser Versuch zeigte, dass sich infolge der Transfektion mit dem Human B Cell
Nucleofector® Kit die Gesamtzahl der eingesetzten PBMC im Vergleich mit untransfizierten
autologen PBMC auf durchschnittlich auf 38,0 % reduzierte..

Dagegen war nach Behandlung der PBMC mit der Transfektionslosung nur eine
geringfiigige Reduktion der Zellzahl im Vergleich mit der unbehandelten Zellkultur zu
beobachten.
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Abbildung 21: Uberlebensrate von mittels des Nucleofector® Verfahrens transfizierten und nicht
transfizierten PBMC nach vierundzwanzigstiindiger Kultur.

Zur Ermittlung der Zytotoxizitit des Transfektionsverfahrens von Lonza wurde die Zellzahl 24 Stunden
nach der Transfektion bestimmt. In gleicher Weise kultivierte untransfizierte und mit der Human B Cell
Nucleofector® Solution Transfektionslosung behandelte Zellen dienten hierbei als Kontrollen. Pro Versuch
wurden je 8 ug Plasmid DNA und 5 Millionen (Proband 37) bzw. 10 Millionen Blutzellen (Proband 40)
eingesetzt. Das Diagramm zeigt die Zellreduktion der transfizierten Proben (Programm U15) im Vergleich
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zu der untransfizierten Probe (Zellzahl 100 %). 1: untransfizierte Zellen, 2: mit Transfektionslosung
versetzte, untransfizierte Zellen, 3: pcDNA3./(+), 4: pcDNA3.1(+)ANeoLAMP, 5: pmaxGFP, 6:
pcDNA3. 1(+)ANeoLAMP _esxA, 7: pcDNA3.1(+)ANeoLAMP_esxAB.

Diese Untersuchungen zeigten sehr anschaulich, dass die Transfektion von PBMC mittels
des Nucleofect0r® Verfahrens zu einer deutlichen Beeintrichtigung der Vitalitit sowie einer
substantiellen Reduktion der Zahl der zur Transfektion eingesetzten Zellen fiihrt. Die mit
verschiedenen Plasmiden transfizierten Proben ergaben vergleichbare Ergebnisse. Somit
befinden sich 24 Stunden nach erfolgter Transfektion im Durchschnitt nur etwas mehr als
30 % der eingesetzten Zellen in einem vitalem Zustand.

3.2.3.4. Stimulation von T-Helferzellen nach Transfektion mit ESAT-6- bzw.
ESAT-6/ CFP-10-Expressionsplasmid in PBMC unter Verwendung des
Human B Cell Nucleofector® Kits

Im folgenden Experiment sollte die Fihigkeit von mit Expressionsplasmid transfizierten
PBMC eines akut an Tuberkulose erkrankten Probanden zur Reaktivierung darin enthaltener
ESAT-6 respektive CFP-10 spezifischer T-Helferzellen getestet werden.

Dazu wurden mittels eines Ficoll-Gradienten PBMC aus frischem, heparinisiertem Vollblut
gewonnen und jeweils 1 x 10’ PBMC mit 8ug Plasmid DNA unter Verwendung des Human
B Cell Nucleofector® Kit transfiziert. In diesen Versuchen konnten in den mit dem ESAT-6-
Expressionsplasmid transzifierten PBMC des Spenders nach einer sechzehnstiindigen
Inkubation 0,09 % IFN-y-produzierende T-Helferzellen nachgewiesen werden. Dagegen
wiesen mit dem Vektor zur Expression von ESAT-6/ CFP-10 transfizierte PBMC nur
0,03 % IFN-y produzierende T-Helferzellen auf.

Somit konnte gezeigt werden, dass sich mit ESAT-6 bzw. ESAT-6/ CFP-10-
Expressionsplasmiden transfizierte APC prinzipiell zum durchflusszytometrischen
Nachweis ESAT-6/ CFP-10-spezifischer T-Helferzellen eignen.

1) 2)
107 ] ' 105
w 107 0,09% w 107 0.03%
o o {
= 4p = 4
i 10 = 10 !
-1[]:.. ..'-_..I... 4 ‘IDE - - -
S0 10 10F 10 100 10" 107 10°
CD4PCH CD4PChH

Abbildung 22: Zahl IFN-y-produzierender T-Helferzellen in PBMC eines akut an Tuberkulose
erkrankten Probanden nach einer spezifischen Restimulation mit ESAT-6 respektive ESAT-6/ CFP-
10. Die Antigenbeladung der APC in PBMC zur spezifischen Stimulation der Th-Zellen erfolgte
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durch Transfektion mit dem ESAT-6- und ESAT-6/ CFP-10-Expressionsplasmid unter Verwendung
des Human B Cell Nucleofector® Kits.

Von einem an aktiver Tuberkulose erkrankten Probanden wurden pro Transfektion je 1 x 10’ PBMC und
8 ug ESAT-6 bzw. ESAT-6/ CFP-10-Expressionsplasmid eingesetzt. Nach 16 Stunden Inkubationszeit
wurde jedem Ansatz 10 ug/ml Brefeldin A zugefiigt und die Proben fiir weitere 8 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde in durchflusszytometrischen Untersuchungen der Anteil IFN-y positiver T-
Helferzellen bestimmt, gegatet wurde analog zu Abbildung 23. Die Abbildung zeigt jeweils die CD4*
Zellpopulation des Probanden, in Bild 1) wurden die PBMC mit dem ESAT-6-Expressionsplasmid
transfiziert, in Bild 2) mit jenem fiir ESAT-6/ CFP-10. Die Zahlen geben den prozentuellen Anteil IFN-y
produzierender T-Helferzellen an.

3.2.4.  Etablierung eines Zellkulturmodells zur Optimierung des Nachweises
antigenspezifischer T-Helferzellen

Zur Optimierung der Versuchsbedingungen wurde nun das Stimulationssystem in frisch
aufgereinigten PBMC auf ein Zellkulturmodell {ibertragen. Dieses Modellsystem beruht auf
der Kokultur von antigenspezifischen, ex vivo expandierten T-Helferzellen mit Protein-
beladenen autologen PBMC. Der Vorteil dieses Systems liegt darin, dass T-Zellen in diesem
Modellsystem in definierten Konzentrationen eingesetzt werden konnen. Hierfiir wurden
ESAT-6/ CFP-10-spezifische Th-Zellen expandiert. Da ESAT-6 und CFP-10 zweil
spezifische Proteine des Mycobacterium-tuberculosis-Komplex sind (Lalvani, 2001 und
Jiang, 2009), wurde eine Kultur geschaffen, die antigenspezifische T-Zellen beider Proteine
enthielt.

3.2.4.1. Expansion von ESAT-6/ CFP-10-spezifischen T-Helferzellen

Zunachst wurden ESAT-6/ CFP-10-spezifische T-Helferzellen expandiert. Hierfiir wurden
CD4" Th-Zellen aus Blut eines Probanden (31) mit einer latenten Tuberkuloseinfektion
aufgereinigt und wochentlich mit bestrahlten, autologen, ESAT-6/ CFP-10 beladenen reifen
dendritischen Zellen (mDC) stimuliert. Als Negativkontrolle diente eine T-Zell-Population,
die regelméBig mit bestrahlten, unbeladenen autologen PBMC kokultiviert wurde (siehe
Kapitel 2.2.3.6.). Um den Prozentsatz ESAT-6/ CFP-10-spezifischer Th-Zellen zu ermitteln,
wurde ein Aliquot der Zellkultur iiber Nacht in IL-2 freiem Medium kultiviert, um eine
unspezifische Aktivierung der T-Zellen zur IFN-y-Produktion zu vermeiden. Am néchsten
Tag wurden diese Th-Zellen dann fiir 6 Stunden mit ESAT-6/ CFP-10-Fusionsprotein
beladenen, bestrahlten autologen PBMC kokultiviert (siche Kapitel 2.2.3.7.). Es folgte die
intra- und extrazelluldre Farbung von Markern fiir eine durchflusszytometrische Analyse.
Das Ergebnis dieser Charakterisierung ist in Abbildung 23 dargestellt. Die Teilabbildungen
4), 5) und 6) zeigen die Th-Zellen der Restimulationsansitze zu den Zeitpunkten 2, 3 und 4
Wochen nach Beginn der Expansion. Der Anteil Antigen-spezifischer IFN-y produzierender
T-Helferzellen erscheint als Unterpopulation im rechten oberen Quadranten. Er stieg vom
ersten Messwert 0,91 % 2 Wochen nach Beginn der Expansion sehr stark an auf 24,68 %
zum Zeitpunkt 3 Wochen; 4 Wochen nach Beginn der Expansion, sank die Spezifitit bereits
wieder auf 12,75 %.
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Abbildung 23: Analyse ex vivo expandierter ESAT-6/ CFP-10-spezifischer T-Helferzellen.

Aus dem Blut eines Spenders mit einer persistierenden Tuberkulose (Spender 31) wurden mittels
Abreicherung CD4* Th-Zellen isoliert und nachfolgend wochentlich mit ESAT-6/ CFP-10 beladenen,
bestrahlten reifen dendritischen Zellen desselben Spenders stimuliert. Als Negativkontrolle erfolgte die
Kokultur von Th-Zellen mit unbeladenen, bestrahlungsinaktivierten PBMC. Zur Ermittlung des
prozentualen Anteils ESAT-6-spezifischer T-Zellen in der Expansionskultur wurde zu den Zeitpunkten 2,
3, und 4 Wochen der Expansion eine spezifische Restimulation der T-Zellen mit ESAT-6/ CFP-10-
beladenen, bestrahlten PBMC durchgefiihrt. Hierbei wurden je 1 x 10° T-Helferzellen und 1 x 10° PBMC
in einem Gesamtvolumen von 1 ml und in Anwesenheit von 10 pg/ml ESAT-6/ CFP-10 fiir 6 Stunden im
Wirmeschrank inkubiert. Die Frequenz antigenspezifischer T-Zellen wurde durchflusszytometrisch durch
intrazelluldre IFN-y Fiarbung ermittelt.

1), 2) und 3) zeigen das fiir die durchflusszytometrischen Messungen verwendete Gating Schema. 1) zeigt
alle gemessenen Events der Probe, das Fenster begrenzt die Lymphozytenpopulation. 2) zeigt die Zellen
der Lymphozytenpopulation, gegatet wurde die Gruppe der CD3"* Zellen. Aus dieser Population wurde in
3) der Anteil der CD4" T-Helferzellen ermittelt. 4), 5) und 6) zeigen im oberen, rechten Quadranten die
Fraktion der CD4" Zellen, welche IFN-y produzieren. Dabei stammen die Messungen 4), 5) und 6) der
ESAT-6/ CFP-10-spezifischen CD4" Th-Zell-Kultur jeweils von den Zeitpunkten 2, 3 und 4 Wochen nach
Beginn der Expansion.

3.2.4.2. Restimulation spezifischer T-Helferzellen durch proteinbeladene bzw. mit
Expressionsplasmid transfizierte APC

Ziel des folgenden Versuchs war die Abkldarung, inwiefern sich ESAT-6-
Expressionsplasmid transfizierte PBMC fiir eine Restimulation ESAT-6/ CFP-10-
spezifischer T-Helferzellen eignen. Zum Vergleich wurde zur Stimulation ebenfalls das
bereits etablierte Verfahren der Beladung von PBMC mit rekombinant hergestelltem
Antigen durchgefiihrt.
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Hierfiir wurden ex vivo expandierte Zellen (Proband 38, latente Infektion) der ESAT-
6/ CFP-10 spezifischen Kultur nach dreiwochiger Expansion (siehe Kapitel 2.2.3.7.) mit
ESAT-6 gepulsten PBMC oder mit dem ESAT-6-Expressionsplasmid transfizierten PBMC
kokultiviert. Letztere waren 14 Stunden zuvor unter Verwendung des Human B Cell
Nucleofector® Kit transfiziert und zur Expression des Proteins im Brutschrank aufbewahrt
worden. Es folgte die intra- und extrazellulire Farbung von Zellmarkern fiir eine
durchflusszytometrische Analyse, deren Ergebnis in Abbildung 24 dargestellt ist. Bild 1)
und 2) zeigen das Ergebnis zweier Parallelansidtze nach Stimulation durch transfizierte
PBMC. In beiden Bildern ist keine Population IFN-y-produzierender T-Helferzellen
abgrenzbar. Bild 3) zeigt die Population der CD4" Zellen des Ansatzes, der mit ESAT-6
beladenen PBMC stimuliert wurde. Hier konnten aus der ESAT-6/ CFP-10-spezifischen T-
Helfer-Zellkultur 5,9 % ESAT-6-spezifische T-Helferzellen ermittelt werden.
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Abbildung 24: Vergleichende Analyse der Effizienz von unter Verwendung des Human B Cell
Nucleofector® Kits ESAT-6-Expressionsplasmid transfizierten und mit ESAT-6 Protein stimulierten
PBMC zur spezifischen Restimulation ESAT-6/ CFP-10 spezifischer T-Zellen.

Zur Expansion ESAT-6/ CFP-10-spezifischer T-Helferzellen wurden aus Spenderblut (Proband 38, latente
Infektion) CD4" Zellen isoliert, welche wochentlich mit ESAT-6/ CFP-10 beladenen, bestrahlten reifen
dendritischen Zellen desselben Spenders stimuliert wurden (siehe Kapitel 2.2.3.6.). Nach dreiwochiger
Expansion erfolgte eine Restimulation von jeweils 8 x 10° CD4+ Th-Zellen mit 8 x 10° PBMC fiir 6
Stunden im Brutschrank (siehe Kapitel 2.2.3.7.). Die Antigenprisentation wurde in Bild 1) und 2) von
PBMC iibernommen, die 14 Stunden zuvor mit dem ESAT-6-Expressionsplasmid unter Verwendung des
Human B Cell Nucleofect0r® Kit (Programm U15) transfiziert worden waren. In 3) wurde zur
Restimulation den PBMC und antigenspezifischen T-Zellen 10 ug/ml ESAT-6-Protein zugegeben.
Expansion und durchflusszytometrische Messung erfolgten analog zu Abbildung 18.

Diese Versuche zeigten, dass bei PBMC, die mit rekombinantem ESAT-6-Protein oder
ESAT-6/ CFP-10-Fusionsprotein beladen worden waren, eine zuverldssige Stimulation von
antigenspezifischen T-Helferzellen erfolgte. Bei Verwendung von ESAT-6-Expressions-
plasmid transfizierten PBMC war dagegen keine spezifische Reaktion der T-Helferzellen
induzierbar.
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3.2.5.  Proteinbeladung der APC in Vollblut

Nachdem in den vorangehenden Experimenten gezeigt werden konnte, dass rekombinant
hergestelltes ESAT-6/ CFP-10- Fusionsprotein in der Zellkultur eine spezifische Stimulation
der T-Helferzellen induziert, sollte in einem letzten Schritt untersucht werden, ob es sich
auch fiir den Nachweis und die vergleichende Analyse ESAT-6/ CFP-10-spezifischer T-
Zellen in Vollblut gesunder, latent und akut Tuberkulose infizierter Probanden eignet.

Dafiir wurde heparinisiertes Vollblut von jeweils drei Spendern mit einer aktiven Infektion
mit M. tuberculosis (1-3), einer latentenTuberkulose (4-6) und von drei gesunden Spendern
(7-9) fiir jeweils 6 Stunden mit rekombinantem ESAT-6/ CFP-10- Fusionsprotein inkubiert
(siehe Kapitel 2.2.3.8.). AnschlieBend wurde sofort eine Firbung der oberfldchlichen
Zellmarker sowie von intrazellulirem IFN-y durchgefiihrt (siehe Kapitel 2.2.5.4.). Die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analysen sind in Abbildung 25 dargestellt. In
diesen Untersuchungen zeigten 2 der 3 Blutproben der Spender mit einer aktiven TB eine
geringe (0,05 % und 0,09 %) und ein Spender eine deutliche Aktivierung IFN-y
produzierender T-Helferzellen (0,55 %). Im Vergleich dazu war in allen getesteten
Blutproben von Spendern mit einer persistierenden TB eine geringe Zahl IFN-y
sezernierender T-Helferzellen nachweisbar (0,05-0,08 %). Im Gegensatz dazu waren in den
Blutproben von gesunden Spendern keine (0,00 %) bzw. nur eine sehr geringe Zahl IFN-y
produzierender T-Helferzellen (0,01 %) nachweisbar.

Somit lie sich aus diesem Experiment folgern, dass sich das Fusionsprotein ESAT-6/ CFP-
10 sehr gut zum durchflusszytometrischen Nachweis ESAT-6/ CFP-10-spezifischer T-
Zellen im Blut von Patienten mit einer aktiven und persistierenden Tuberkulose eignet.
Allerdings wiesen latent und akut TB infizierten Probanden keine ausreichend signifikanten
Unterschiede in ihrer Zahl IFN-y produzierender T Helferzellen auf, sodass die Bestimmung
ESAT-6/ CFP-10-spezifischer IFN-y produzierender T-Helferzellen hierfiir keine
Differentialdiagnostik von Stadien der Tuberkuloseerkrankung ermoglicht.
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Abbildung 25: Vergleich der Zahl IFN-y-produzierender T-Helferzellen in Vollblut TB-negativer
Probanden sowie Patienten mit einer latenten und akuten Tuberkulose nach sechsstiindiger
Stimulation mit ESAT-6/ CFP-10 Fusionsprotein.
Von je drei Tuberkulose negativen Probanden (7: Proband 26, 8: Proband 37, 9: Proband 22) sowie
Patienten mit einer latenten (4: Proband 24, 5: Proband 41, 6: Proband 25) oder akuten Tuberkulose (1:
Proband 44, 2: Proband 42, 3: Proband 43) wurde je 1 ml Vollblut fiir 6 Stunden mit 10 ug ESAT-6/ CFP-
10 Fusionsprotein stimuliert. AnschlieBend wurde in durchflusszytometrischen Untersuchungen der Anteil
IFN-y positiver CD4" T-Helferzellen bestimmt. Die Abbildung zeigt jeweils die CD4" Zellpopulation der
Probanden, gegatet wurde wie in Abbildung 23 beschrieben.
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4. Diskussion

4.1.  Eignung des Nucleofector® Verfahrens zur Plasmidtransfektion in primire B-
Zellen

Ziel dieses Arbeitspakets war die Etablierung eines Verfahrens zur Antigenprésentation auf
primdren B-Zellen als Grundlage fiir die Entwicklung einer neuen Technologie zur
Diagnose akuter Tuberkuloseinfektionen basierend auf dem Prinzip der Reversen T-Zell-
Technologie (RTT). Um eine optimale Prisentation ausgewihlter Peptiden des
Mycobacterium-tuberculosis-Komplex zu erreichen, wurde im Vergleich zur Beladung von
PBMC mit rekombinantem Antigen die Nucleofector® Technologie von Lonza (ehemals
Amaxa) zur Transfektion von peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) mit
Expressionsvektoren getestet. Die Verwendung von Plasmid DNA wére dem Einsatz von
rekombinantem Protein aufgrund von hoher Stabilitdt sowie leichter und kostengiinstiger
Produktion unter reproduzierbaren Bedingungen vorzuziehen. Die Handhabung von DNA
fir Stimulationsexperimente gestaltet sich dagegen komplizierter, da sowohl die
Transfektion der DNA als auch das Schaffen von optimalen Expressionsbedingungen in den
Zellen erforderlich ist.

Durch bislang verfiigbare Verfahren zur Transfektion von Plasmid DNA in primére humane
Zellen konnten stets nur geringe Transfektionsraten erméglicht werden. Das Nucleofector®
Verfahren wurde ausgewihlt, da es aufgrund der Kombination aus Elektroporation und
speziellen, zellspezifischen Transfektionspuffern im Vergleich zu den etablierten Techniken
hohere Transfektionsraten zu ermoglichen vermag (Flanagan, 2011). Damit kann es als
erstes Elektroporationsverfahren effizient in sich langsam teilenden primiren Zellen genutzt
werden (Gresch, 2004) und bei Verwendung der Substanzen des Human B Cell
Nucleofector® Kit gleichzeitig die vornehmliche Transfektion von B-Zellen in PBMC
ermoglichen. Es ist bekannt, dass die Transfektion von primdren Zellen generell heikel ist
(Jordan, 2008). Daher wurde in ersten Versuchsreihen die Transfektionseffizienz des
Nucleofector® Verfahrens eingehend untersucht. Hierfir wurden PBMC aus humanem
Vollblut aufgereinigt und unter Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kits mit
einem GFP-Expressionsplasmid transfiziert. In durchflusszytometrischen Analysen erfolgte
anschliefend die Spezifizierung der Zellen nach Oberflichenantigenen sowie GFP-
Expression. Anhand dieser Ergebnisse konnte im Anschluss die Transfektionseffizienz fiir
die verschiedenen Subpopulationen abgeschitzt werden.

Dabei zeigten sich von Anbeginn Schwierigkeiten bei der durchflusszytometrischen
Auswertung, da die gewohnlich anhand ihrer Morphologie differenzierbaren Subtypen der
PBMC nach Transfektion nicht mehr voneinander abgrenzbar waren und nicht durch
Fenster erfasst werden konnten. Es zeigte sich tendenziell eine Zunahme der Zellgroe. Mit
Fenstern konnte nur zwischen lebenden und sicher toten PBMC in der Peripherie des
Auswertungsfeldes differenziert werden. Somit konnte beispielsweise der Anteil einzelner
Lymphozytenpopulationen nur durch Firbung mit fluoreszenzfarbstoffgekoppelten
Antikorpern eruiert werden. Problematisch hierbei war wie sich in einigen Messungen
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herausstellte (Daten nicht gezeigt) ein Verlust von zellspezifischem Oberflachenantigen, der
Zielstruktur der fluoreszenzgekoppelten Antikorper, moglicherweise durch Internalisation.
Dieses Phidnomen wurde bisher insbesondere bei aktivierten T-Zellen beobachtet
(Sleckman, 1992 und Petersen, 1992). Daher ist stets mit Messungenauigkeiten zu rechnen.
Urséchlich fiir die morphologischen Verdanderungen insbesondere der Groflenzunahme der
PBMC nach Transfektion mag die voriibergehende erhohte Membranpermeabilitit sein, die
zu einem Aufquellen dhnlich dem apoptotischer Zellen fiihrt. Laut Lonza fiihrt die
Transfektion durch ihre elektroporatorische Komponente zu einer zehn- bis
fiinfzehnminiitigen Offnung der Membranporen.

In den Untersuchungen beziiglich der Vitalitit von transfizierten PBMC und anschlieSender
Farbung der Zellen mit Propidiumjodid (PI) sieht man im durchflusszytometrischen
Auswertungsfeld regelmiflig eine Population griin fluoreszierendes Protein (GFP)
exprimierender PI negativer PBMC und einen Anteil PI positiver Zellen, die kein GFP
exprimieren; es finden sich kaum doppelt positive Zellen. Bei Uberlegungen muss man
beriicksichtigen, dass es sich bei den PI positiven, nicht GFP-exprimierenden Zellen
wahrscheinlich ebenfalls um transfizierte Zellen handelt. Durch die Transfektion mogen
Schidden entstehen, welche die Expression von GFP verhindern oder auch die Apoptose
herbeifiihren konnten.

4.1.1. Analyse von Transfektionsraten anhand der Expressionseffizienz von GFP in
PBMC und deren Subpopulationen nach Anwendung des Nucleofector®
Verfahrens

Der Vergleich der GFP Expressionsraten von PBMC und deren B-Zell-Subpopulation 24
und 41 Stunden nach Transfektion (siehe Kapitel 3.2.1.1.) ergab zum einen eine Reduktion
der Expression von GFP in beiden Populationen zum spiteren Zeitpunkt, zum anderen
wurden Gesamt-PBMC stets effizienter transfiziert. Die Gruppe der GFP-exprimierenden
PBMC verringert sich von Stunde 24 bis 41 um etwa 60 %, die B-Zellen darunter nur um
44 %. Dies spricht trotz insgesamt schlechterer Transfektionsrate fiir ein besseres Uberleben
der erfolgreich tranfizierten B-Zellen.

Griinde fiir die reduzierte GFP-Expression nach 41 Stunden konnen sowohl im
Transfektionverfahren selbst als auch in den verschiedenen verwendeten Reagenzien zu
finden sein. Von GFP ist eine toxische Wirkung bekannt, die je nach Variante des GFP
unterschiedlich ausgeprdgt ist und zu einem bevorzugten Tod transfizierter und
exprimierender Zellen fithren kann (Miyawaki, 2011). Darunter gibt es auch toxische
Wirkungen von durch GFP induzierten Sauerstoffradikalen die zumeist jedoch
vernachlidssigbar sind (Remington, 2006). Ebenfalls kommt es nach Transfektion von
Plasmiden — insbesondere von solchen, die fiir nicht zelleigene Proteine codieren — héufig
innerhalb von Stunden zu deren Inaktivierung. Ursédchlich hierfiir sind meist Bereiche der
verwendeten Plasmid DNA mit einem hohen Gehalt an CG (Cytosin, Guanin)
Dinukleotiden, sogenannten CpG (Cytosin-phosphatidyl-Guanin) Inseln. CpG Inseln finden
sich typischerweise im Bereich von eukaryotischen Promotoren. Zum einen findet in diesen
Bereichen bevorzugt eine Methylierung statt, die tiber ein promotor-silencing zum Sistieren



Diskussion 71

der Translationsprozesse fithrt, zum anderen stellt selbst ein hoher Gehalt von
unmethylierten CpG Inseln einen Entziindungsreiz dar, weshalb Zellen die solche DNA
enthalten rasch eliminiert werden (Kosovac, 2011 und Bestor, 2000). In Ubereinstimmung
hierzu konnten Yew et al. zeigen, dass Plasmide mit kiinstlich vermindertem CpG Gehalt
iiber eine geringere Toxizitdt sowie eine erhohte und verlingerte Expressivitit verfiigen
(Yew, 2000 und Yew, 2002). Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide stehen sdmtlich
unter Kontrolle eines CMV immediate-early-Promotors. Die genaue Sequenz des im Human
B Cell Nucleofector® Kit enthaltenen pmaxGFP®-Plasmid ist ein Firmengeheimnis. Der im
ESAT-6 respektive ESAT-6/ CFP-10 Expressionsplasmid verwendete CMV immediate-
early-Promotor hat einen geringen CpG Anteil von 9,7 %, sodass keine relevante
Funktionseinschrankung zu erwarten ist. Das Vorliegen von CpG Inseln auf dem
pmaxGFP®-Plasmid ist jedoch nicht auszuschlieBen und mag ein Grund fiir die teils geringe
GFP-Expression sein.

Griinde fiir die im Vergleich zu den PBMC durchschnittlich geringere Expression von GFP
in B-Zellen werden im Kapitel 4.1.2. diskutiert. Die verhéltnismiBig hohere bleibende GFP
Expressionsrate der B-Zellen nach 41 Stunden ist am ehesten auf den Zusatz von IL-4 im
Kulturmedium (BZM) zuriickzufiihren. Dieses ist ein starkes Stimulans fiir das Uberleben
der B-Zellen und bewirkt deren Ausreifung zu Plasmazellen. Gleichzeitig hemmt es
insbesondere zytotoxische T-Zellen und Makrophagen — und damit einen Grofteil der
PBMC - sowohl direkt als auch durch Antagonisierung der T-Zell-Stimulanzien IL-10 und
IFN-y (Romagnani, 1996).

Laut Lonza liegt das GFP-Expressionsmaximum von B-Zellen in PBMC zwischen 24 und
48 Stunden nach Transfektion mit dem pmaxGFP®-Plasmid. Dies ist vereinbar mit unseren
Ergebnissen, das Expressionsmaximum sollte sich also zwischen 24 und 41 Stunden nach
Transfektion befinden. Die Gruppe um Xinxin Zhao veroffentlichte kiirzlich ihre Ergebnisse
bei Verwendung des Nucleofector®-Verfahrens zur Transfektion von PBMC des Schweines.
Sie zeigten dabei eine maximale GFP-Expression in 35 % bis 39 % der T-Zellen im PBMC-
Gemisch zum Zeitpunkt 24 Stunden nach Transfektion mit dem pmaxGFP®-Plasmid (Zhao,
2011).

Ein weiterer Aspekt der Ergebnisse dieser Messreihen ist die teils grole Heterogenitit der
GFP-Expressionsraten in PBMC. Dabei findet sich eine solche Expressionsvariabilitit
sowohl in PBMC unterschiedlicher Probanden als auch in Parallelmessungen aus gleichem
Spenderblut. Besonders hervor stechen diesbeziiglich die B-Zellen zum Zeitpunkt
24 Stunden nach Transfektion mit einer GFP-Expressionsrate der PBMC von minimal 2,4 %
und maximal 43,1 %.

4.1.2. Analyse der Vitalitdt und GFP-Expression von PBMC und ihren
Subpopulationen bei Anwendung verschiedener Transfektionsprogramme des

Nucleofector®

In Kapitel 3.2.3.3. ist dargestellt, dass die Transfektion von PBMC selbst zu einer
Reduktion der Zellzahl auf durchschnittlich 38 % des Ausgangswerts fiihrt. In diesem
Experiment konnte auch gezeigt werden, dass diese zellreduktive toxische Wirkung
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unabhingig von den verwendeten Plasmiden eintritt und nur zu einem vernachlidssigbar
geringen Anteil auf die Transfektionslosung zuriickzufiihren ist. Da sich die transfizierten
Proben in ihrem Anteil an vitalen Zellen untereinander nur geringfiigig unterscheiden, kann
man davon ausgehen, dass die Toxizititen der eingesetzten Plasmide und Inserts (GFP,
ESAT-6, CFP-10, LAMP) vergleichbar sind. Inwiefern sich die Expressivitit der Plasmide
unterscheidet, lidsst sich auf diese Weise jedoch nicht beurteilen. Einen dhnlichen Befund
erhoben auch Gresch et al., die bei Transfektion primidrer B-CLL (B-Zellen von an
chronisch lymphatischer Leukdmie erkrankten Probanden) unter Verwendung des gleichen
Verfahrens einen Zellverlust von 40 % beobachteten (Gresch, 2004).

In weiteren Experimenten wurden drei verschiedene Transfektionsprogramme miteinander
verglichen und deren Einfluss sowohl auf eine effiziente GFP-Expression der PBMC und
deren Subpopulationen als auch auf die Vitalitit der nach Transfektion verbleibenden Zellen
untersucht. Das Programm U20 erwies sich dabei im Vergleich zu den anderen beiden
getesteten als signifikant effizienter beziiglich Induktion der GFP-Expression in PBMC
nach Transfektion. Ebenso verhielt es sich bei alleiniger Betrachtung des T-Zell-Anteils der
PBMC, von ihm wurde im Vergleich zu Transfektionen mit den Programmen U15 und M30
bei Verwendung von U20 signifikant effizienter GFP exprimiert. Der B-Zell-Anteil der
PBMC zeigte ebenso nach Transfektion mit U20 im Median eine gegeniiber den
Programmen M30 und UlS5 effizientere GFP-Expression. Das Programm UI15 schnitt
beziiglich der GFP-Expression am schlechtesten ab. Dies steht im Widerspruch zu den
Nutzungsempfehlungen von Lonza, fiir die Transfektion von B-Zellen in PBMC unter
Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kit stets Programm U15 zu nutzen. Laut
Lonza sind die Unterschiede zwischen den Transfektionsprogrammen zur Elektroporation
Firmengeheimnis und beruhen wohl hauptsidchlich auf einer Variabilitit der Spannung
sowie Impulsdauer. Zusitzlich kommt vor jeder Transfektion als Trigersubstanz und
Komponente der Lipofektion eine Transfektionslosung hinzu (in unserem Fall die Human B
Cell Nucleofector® Solution), deren Zusammensetzung zellspezifisch variiert und ebenso
geheim ist (Flanagan, 2011).

Bei Betrachtung der Vitalitat der PBMC Populationen mittels PI-Fiarbung 41 Stunden nach
Transfektion verhielt es sich genau umgekehrt. So betrug der Anteil vitaler Zellen nach
Verwendung von Programm Ul5 im Median 74,0 % (bei Programm M30 69,3 %, bei
Programm U20 61,1 %). Eine erneute Messung der Vitalitidt 24 Stunden nach Transfektion
mit Programm U15 ergab einen Anteil vitaler Zellen von 87,3 % (Median). Insofern beruht
die Empfehlung von Lonza Programm U135 zu verwenden wahrscheinlich auf der signifikant
verbesserten Vitalitidt der transfizierten Zellen im Vergleich zu den Programmen U20 und
M30. Diese Befunde decken sich in etwa mit den Ergebnissen von Gresch et al., die nach
Transfektion von primiren B-CLL-Zellen unter Verwendung des Nucleofector®-Verfahren
unter den verbleibenden Zellen eine Rate von 9,5 % PI positiven, also toten Zellen fanden
(Gresch, 2004).

Bei allen drei Programmen exprimierte der T-Zell-Anteil der PBMC 41 Stunden nach
Transfektion prozentual signifikant mehr GFP als der B-Zell-Anteil. Dies steht im
Widerspruch zu unseren Erwartungen an das Human B Cell Nucleofector® Kit, welches zur
Transfektion von B-Zellen in frisch aufgereinigten PBMC geeignet ist und laut Lonza dabei
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B-Zell-Transfektionsraten von etwa 35 % erreicht (Lonza, Optimized Protocol for Human B
Cells). Unter Verwendung von Programm U20 konnte im Rahmen dieser Arbeit einmalig
eine B-Zell-Transfektionsrate von maximal 19,05 % erreicht werden, im Median 9,0 %.
Weshalb T-Zellen anteilig stets besser transfiziert wurden lie3 sich nicht kldren, es ist
jedoch bekannt dass sowohl primdre NK-Zellen als auch B-Lymphozyten aus bislang
ungekldrten Griinden durch géngige Methoden nahezu nicht transfizierbar sind (Goffinet,
2006 und Trompeter, 2003).

Dass unter Verwendung der Nucleofector®-Technologie trotz Verwendung von Kits mit
zellspezifischer Transfektionslosung alle lymphozytiaren Zellen (NK, B- und T-Zellen)
transfiziert werden, zeigten auch Goffinet und Keppler. Sie erzielten nach zellspezifischer
Stimulation von primdren B-, T- und NK-Zellen aus Ratten und Transfektion mit dem
Human Nucleofector® T Cell Kit in allen beteiligten Zellen Transfektionserfolge, davon in
nicht T-Zellen anteilig bis zu 38 % (Goffinet, 2006).

4.1.3. Versuche zur Analyse und Optimierung der Transfektionseffizienz und
Proteinexpression in humanen B-Zellen

In weiteren Versuchen wurde speziell noch einmal auf die Transfektionseffizienzen in B-
Zellen eingegangen. Es zeigte sich, dass die GFP-Expressionsrate der B-Zellen nach
Transfektion unabhéngig vom Anteil der B-Zellen an den Gesamt-PBMC ist (siche Kapitel
3.2.1.4.). In frisch aus PBMC aufgereinigten primédren B-Zellen blieb in einem Zeitverlauf
tiber 72 Stunden die GFP-Expressionsrate stets unter 1 % mit einem Tiefpunkt von
durchschnittlich 0,1 % zum Zeitpunkt 72 Stunden (sieche Kapitel 3.2.1.5.). Obwohl in dem
als Kulturmedium eingesetzten BZM B-Zell-Stimulanzien enthalten sind, zeigte sich die
Expressivitdat der isolierten B-Zellen stark reduziert. Dies ist wohl am ehesten im
Zusammenhang mit einem Mangel an Stimulation durch Mediatoren und andere Zellen zu
sehen, die den B-Zellen in Vorversuchen als Subpopulation der PBMC stets zur Verfiigung
gestanden haben und konsekutiv wohl fiir die hohere Expressivitit verantwortlich gewesen
sind. Solche in diesem Fall jedoch minderstimulierte, ruhende Zellen werden beispielsweise
nicht zur Bildung von Transkriptionsfaktoren angeregt, ein GroBteil ihrer
Translationsenzyme befinden sich im dephosphorylierten, inaktiven Zustand weshalb solche
Zellen auf RNA-, DNA- und Proteinebene nur zu einer reduzierten Aktivitdt fihig sind
(Singh, 2009).

Ein weiterer Grund fiir die unzureichende Proteinexpression der primédren B-Zellen mag in
der Aufreinigung unter Verwendung des B Cell Isolation Kit II® liegen, welches den Zellen
moglicherweise ebenfalls Schaden zufiigen kann. Gresch et al. konnten im Widerspruch
dazu allerdings zeigen, dass durch das Miltenyi-Verfahren aufgereinigte CD34"
himatopoetische Stammzellen fiir Transfektionen unter Verwendung des Nucleofector®-
Verfahrens geeignet sind. Sie fiihrten nach Anreicherung der CD34" Zellen eine eintigige
Stimulation mit IL-3, IL-4 und Stammzellfaktor durch und erzielten anschliefend
Transfektionsraten von iiber 70 % (Gresch, 2004). Dabei muss man jedoch beriicksichtigen,
dass Stammzellen im Gegensatz zu ausdifferenzierten B-Lymphozyten iiber eine hohere
Plastizitit verfiigen.
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In einem analogen Versuch — jetzt mit DG75 Zellen, einer B-Zelllinie aus einem Burkitt
Lymphom — konnten im Zeitverlauf von 7 bis 72 Stunden nach Transfektion stetig steigende
GFP-Expressionsraten gemessen werden (Anteil GFP-exprimierender Zellen nach 7
Stunden: 34,1 %, nach 72 Stunden: 49,5 %). Da im Versuchsaufbau lediglich die
eingesetzten Zellen und deren Medium verdndert wurden, ist eine alleinige derart
verbesserte Transfektionseffizienz unwahrscheinlich. Das DG75-Zellen — maligne entartete
Tumorzellen — im Vergleich zu aufgereinigten primédren B-Zellen so effizient das Protein
des transfizierten Plasmids synthetisieren mag vor allem daran liegen, dass sie als
Tumorzellen zum einen von der Stimulation durch Wachstumsfaktoren, Zyto- und
Chemokinen sowie anderen Zellen entkoppelt sind, zum anderen besitzen sie eine
verdnderte Promotoraktivitidt und modifizierte Transkriptionsfaktoren.

4.2. Herstellung von ESAT-6 respektive ESAT-6/ CFP-10 Expressionsplasmiden

Zunachst wurden Vektoren zur Expression der M. tuberculosis Proteine ESAT-6 und CFP-
10 in humanen Zellen hergestellt. Diese Proteine wurden gewihlt, da sie bei Infektion in
vivo unabhéngig von genetischen Faktoren (HLA Komposition) der infizierten Person eine
starke T-Zell-Antwort induzieren (Lalvani, 2001). Ferner sind sie nicht im BCG Impfstamm
enthalten und Bestandteil der Vertreter des humanpathogenen Mycobacterium tuberculosis-
Komplex (Lalvani, 2001, Ahmad, 2011). Als Basisvektor diente pcDNA 3.1(+)ANeoLAMP,
ein durch Deletion von Promotor und Gen fiir die Neomycinresistenz um 1905bp
verkleinertes pcDNA 3.1(+) Plasmid, das bereits ein Konstrukt aus zwei Regionen des
LAMP 1, einem membranstindigen lysosomalen Glykoprotein, enthielt. Die N-terminale
Translokationsdomine (AS 1-28) erwirkt eine Translation des vom Vektor codierten
Proteins ins ER, dessen Weitertransport in das Lysosom wird durch die lysosomale
Adressierungssequenz (AS 378-417) des LAMPI1-Proteins ermoglicht. Dort kann dann im
endolysosomalen Abbau die Prozessierung des exprimierten Antigens sowie die Beladung
von MHC-II-Proteinen mit den erzeugten Epitopen erfolgen (Wu, 1995). Die Funktionalitit
dieses Lokalisierungskonstrukts konnte durch verschiedene Arbeitsgruppen gezeigt werden
(Uchiyama, 2002 und de Arruda, 2004). Zwischen die beiden funktionellen Sequenzen des
LAMP 1 Konstrukts wurden die Gene von ESAT-6 respektive ESAT-6/ CFP-10 eingefiigt
(pcDNA3.1(+)ANeoLAMP_esxA, 4052 bp und pcDNA3.1(+)ANeoLAMP_esxAB, 4649 bp).
Neben der Verfiigbarkeit eines effizienten Transfektionsverfahrens wird der Erfolg des
Plasmidtransfers mageblich von der Reinheit (Zhao, 2011), Zustandsform und GroBe des
Expressionsplasmids bestimmt. Die fiir Transfektionsexperimente vorteilhafte Zustandsform
ist supercoiled DNA, eine zu kompakter Gréfe mit sich selbst verdrillte Helix, wie sie auch
natiirlicherweise in Zellkernen vorkommt. Im Bereich der Gentherapie setzen insbesondere
Forscher die mit nicht viralen Methoden zum Plasmidtransfer arbeiten auf die Optimierung
dieser Eigenschaft. So schufen Crouzet et al. supercoiled minicircles, verkleinerte Plasmide
die auf ihren therapierelevanten Expressionsapparat reduziert worden waren und fiir die
Transfektion ebenfalls supercoiled vorlagen (Crouzet et al., 1997). Bloquel und Fabre
zeigten 2004 in Experimenten mit murinen Muskelzellen, dass die Transfektionseffizienz
umgekehrt proportional zur VektorgroBe ist. Gresch et al. konnten ebenfalls unter
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Verwendung der Nucleofector® Technologie mit einem Plasmid von 14,7 kbp GroBe nur
Transfektionsraten von 5 % in B-CLL-Zellen erreichen. Im Vergleich wurden jedoch zwei
Vektoren mit einer Grofle von 1,6 kbp und 4,6 kbp zu 43,0 % bzw. 38,3 % — und damit
achtmal haufiger — transfiziert (Gresch, 2004). Die hier generierten Expressionsplasmide
bieten mit einer Groe von unter 5000 bp und anschlieBender hochwertiger Vervielfiltigung
und Aufreinigung durch die Firma GeneArt® also optimale Arbeitsbedingungen.

4.3.  Expression von ESAT-6 in humanen Zellen

In PBMC konnte nach Transfektion mit den Expressionsplasmiden unter Verwendung des
Nucleofector® Verfahrens in Western Blot Analysen keine ESAT-6 respektive ESAT-
6/ CFP-10 Synthese nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.2.3.1.). Im analogen Versuch
mit DG75-Zellen war lediglich in den mit ESAT-6 Expressionsplasmid transfizierten Zellen
in Western Blot Analysen Protein nachweisbar. Die als Positivkontrolle aufgetragenen
rekombinanten Proteine ESAT-6 (9,9 kD) und ESAT-6/ CFP-10 (21,21 kD) bandierten
entsprechend einer molekularen Masse von 6,5 kD und 19,6 kD. Nach Transfektion mit dem
ESAT-6 Expressionsplasmid in DG75 Zellen lie3 sich in Zellproben zu den Zeitpunkten 7,
24, 48 und 72 Stunden ESAT-6 unter Verwendung eines Anti-ESAT-6-Antikorpers bei
einer molekularen Masse von 11,1 kD nachweisen. Neben diesen visualisierten Banden war
kein weiteres Protein in den Spuren nachweisbar.

Bei Betrachtung der Positivkontrollen zeigt sich, dass die Laufweite der Proteine nicht
ihrem erwarteten Molekulargewicht entspricht. Ursédchlich fiir dieses unerwartete
Laufverhalten im Gel kann eine spezifische Proteinfaltung oder SDS-Bindung sein. In
Entsprechung dazu kann man das bei 11,1 kD detektierte Protein als Fusionsprotein aus
ESAT-6 und der lysosomalen Zielsequenz des LAMP 1 Proteins (4,3 kD) interpretieren
welches man bei 13,9 kD erwarten wiirde. Es erscheint somit genauso wie die
Positivkontrollen bei einer geringeren molekularen Masse als erwartet. Ebenso kann sich
dahinter auch intrazelluldr synthetisiertes ESAT-6 (9,6 kD) verbergen, welches durch sein
Laufverhalten auf dem Western Blot grofler als erwartet erscheint. Die scharfe Begrenzung
der Banden aus DG75-Zellproben bei 11,1 kD zu vier Zeitpunkten zeigt jedoch, dass es sich
bei dem detektierten Protein stets um das selbe, gleichgro3e Protein handelt.

Die Chimédre ESAT-6/ CFP-10 konnte in keiner Western Blot Analyse nachgewiesen
werden. Grund hierfiir kann eine stdrkere toxische Wirkung von CFP-10 sein, wobei in
Kapitel 3.2.3.3. im Vergleich zu den iibrigen verwendeten Plasmiden keine signifikant
reduzierte Zellvitalitit nachgewiesen werden konnte. Bekannt ist jedoch, dass es durch ein
toxisches Protein zu einer schnellen und effizienten Elimination der exprimierenden Zellen
kommen kann. Ferner ist aufgrund des um rund 600 bp groBleren Vektors mit einer
reduzierten Transfektionseffizienz zu rechnen. Fiir die erfolglose ESAT-6 und ESAT-
6/ CFP-10 Expression in PBMC mag ebenso eine verglichen mit GFP toxischere Wirkung
der codierten Proteine ursédchlich sein.

Nach Antigensynthese und -prozessierung in den transfizierten primiren Zellen kann es zu
einer Spaltung der Proteine fiir die Epitopprisentation kommen, ebenso konnten die
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fremden Polypeptide durch Degradation und lysosomalen Abbau rasch eliminiert werden,
weshalb der Proteinnachweis moglicherweise misslingt.

Eine primir schwache Aktivitit ist beim verwendeten CMV immediate early Promotor
grundsitzlich nicht anzunehmen, da bereits mehrere Arbeitsgruppen dessen hohe Effizienz
in verschiedenen Sdugerzellen zeigen konnten (Boshart, 1985 und Nelson, 1987). Das die
ESAT-6 Proteinexpression in DG75-Zellen gelang, kann wohl am ehesten durch die erhohte
Zellteilungs- und Proteinsyntheseaktivitit der maligne entarteten Lymphomzellen erklart
werden.

4.4.  Untersuchung von ESAT-6 spezifischen Zellantworten

In Stimulationsexperimenten wurde vergleichend untersucht, wie gut sich Plasmid-
transfizierte PBMC und Proteine zur Erzeugung einer CD4"-T-Zell Reaktion in Blutproben
sowie in Kulturen ESAT-6/ CFP-10 spezifischer T-Zellen eignen. Dazu wurden nach einer
bestimmten Inkubationszeit jeweils IFN-y produzierende CD4" und CD8* T-Zellen in
durchflusszytometrischen Verfahren erfasst.

Im ersten Modellversuch ex vivo wurde durch repetitive Antigenstimulation eine iiber
Wochen expandierende ESAT-6/ CFP-10 spezifische CD4" T-Zellkultur erzeugt. Diese
Zellen wurden gemeinsam entweder mit Expressionsplasmid transfizierten oder
proteinbeladenen autologen PBMC inkubiert und wiahrenddessen stimuliert, sodass im
Anschluss die Frequenz spezifisch zur Produktion von IFN-y angeregten CD4" T-Zellen
durchflusszytometrisch analysiert werden konnte. Hierbei wiesen die mit rekombinantem
Protein beladenen PBMC signifikant bessere stimulatorische Eigenschaften auf als
plasmidtransfizierte PBMC (siehe Kapitel 3.2.3.4. und 3.2.4.).

Mit transfizierten PBMC stimulierte, autologe CD4" T-Zellen der Expansionskultur
produzierten nur zu 0,1 % IFN-y, die mit proteinbeladenen PBMC waren zu 5,9 % IFN-y
positiv. In einem anderen Versuch wurden Gesamt-PBMC eines akut an TB erkrankten
Probanden transfiziert, und anschlieBend die Rate IFN-y produzierender T-Helferzellen
ermittelt. Nach Transfektion mit dem ESAT-6 Expressionsplasmid wurden 0,09 % IFN-y
positive CD4" Zellen erfasst, analog nach Anwendung des ESAT-6/CFP-10
Expressionsplasmid 0,03 %. Die Negativkontrolle mit Verwendung von gesundem
Spenderblut ergab 0,1 % IFN-y positive CD4" Zellen (Daten nicht gezeigt).

Urséchlich fiir die mangelhafte T-Zell-Stimulation durch transfizierte PBMC mag zum
einen die geringe Proteinexpressionsrate nach Transfektion sein (die GFP-Expressionsrate
der B-Zellen in PBMC betrigt nach 24 Stunden durchschnittlich 11,18 %). Griinde hierfiir
sind eine wechselhafte Transfektionseffizienz der Plasmide unter Verwendung des
Nucleofector® Verfahrens sowie eine wohl geringe Translation der Gene in primiren Zellen.
Ein anderer Faktor, der die Zytokinexpression der Zellen beeinflusst, ist das dem BZM
zugesetzte IL-4, welches ein starkes B-Zell Stimulans ist und deren CD40 Expression
steigern kann. Es gibt jedoch Ergebnisse die zeigen, dass unter der Wirkung von IL-4 die
IFN-y Produktion der T-Zellen unangemessen sinken kann (Van der Meide, 1996 und
Romagnani, 1996). Als weiterer Faktor mag sich der Transfektionsreiz durch
Zellschiadigung und funktionelle Beeintrachtigung auf alle PBMC Subpopulationen
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auswirken, weshalb auch die T-Zellen in ihren Fihigkeiten zur Antigenerkennung und —
prozessierung sowie zu ihrer IFN-y Syntheseaktivitit moglicherweise gestort sein konnen.
Ferner mag durch den Transfektionsreiz auch das fein regulierte Zusammenspiel der
verschiedenen Zellpopulationen aus dem Gleichgewicht gebracht werden. Dies wére auch
eine Erkldrung fiir den hohen Anteil IFN-y produzierender T-Zellen in der Negativkontrolle.
Im Widerspruch hierzu stehen jedoch die Ergebnisse von Zhao et al., die kiirzlich
24 Stunden nach Transfektion von PBMC aus Schweinen mit dem Nucleofect0r® die CD25,
CD69 und IFN-y mRNA-Spiegel bestimmten und keinen signifikanten Unterschied zu
untransfizierten T-Zellen feststellen konnten.

Ebenso konnten sie nach Stimulation mit Concanavalin A eine vergleichbare Vermehrung
und Aktivierung transfizierter respektive untransfizierter PBMC nachweisen. Daher kann
man zum einen davon ausgehen, dass die PBMC durch die Transfektion nicht unspezifisch
aktiviert werden, zum anderen wurde die unbeeintrichtigte Funktionalitidt der T-Zellen nach
Transfektion gezeigt (Zhao, 2011). Diese Daten stehen im Wiederspruch zu den
Ergebnissen dieser Arbeit. Hier konnte reproduzierbar gezeigt werden, dass nach
Transfektionen von PBMC in einem signifikanten Anteil der Zelltod eintrat. Dies ist ein
deutlicher Hinweis auf eine massive Beeintrachtigung der Zellvitalitit durch das
Transfektionsverfahren.

Der Modellversuch mit der ESAT-6/ CFP-10 spezifischen T-Helfer-Zellkultur zeigt die
Uberlegenheit der Restimulation durch mit rekombinantem Protein beladene PBMC
respektive mit Expressionsplasmid transfizierte PBMC. Wihrend der Inkubation von PBMC
mit dem rekombinanten Protein spielen wahrscheinlich Monozyten die Hauptrolle beziiglich
Phagozytose, Prozessierung und Antigenprisentation. Monozyten haben sehr gute
phagozytotische Eigenschaften und nehmen 16sliche Antigene unspezifisch auf (Geissmann,
2010). Dies steht im Gegensatz zu den B-Zellen, die exogen vorliegendes Protein nur nach
Erkennung iiber ihren epitopspezifischen B-Zellrezeptor endozytieren konnen (Drolet,
2010). B-Zellen tragen dariiber hinaus im Vergleich zu Monozyten grofere Mengen von
CD40 auf ihrer Oberfliache, was wiederum fiir das RTT Verfahren zum indirekten Nachweis
aktivierter T-Helferzellen sehr vorteilhaft wire. Dennoch ist die
Aufnahmewahrscheinlichkeit fiir Peptide durch B-Zellen im Vergleich zu Monozyten und
dendritischen Zellen sehr gering (den Haan und Bevan, 2000). Unter Verwendung des
Nucleofector® Verfahrens kénnte man diese Problematik umschiffen, die Anwendung dieser
nicht zuletzt auch kostspieligen Technik zur Antigenpriésentation auf B-Zellen ist allerdings
unter Beachtung der insgesamt ineffizienten Proteinexpression nach Transfektion nicht
sinnvoll. Zu diesem Schluss beziiglich der Nucleofector® Technologie kamen auch Kraus et
al.. Sie konnten das Verfahren trotz Transfektionsraten von 10 % in Schwann-Zellen
aufgrund relevanter Beeintriachtigung der Zellviabilitét nicht nutzen (Kraus, 2011).

In abschlieBenden Stimulationsexperimenten unter Einsatz des ESAT-6/ CFP-10
Fusionsproteins war mittels ICS in Blutproben von latent und aktiv mit M. tuberculosis
infizierten Patienten, nicht aber im Blut von gesunden Probanden eine signifikante Zahl
ESAT-6/ CFP-10 spezifischer T-Zellen nachweisbar.
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So waren in Proben latent TB infizierter Probanden 0,05 % bis 0,08 %, in Spenderblut von
akut an TB Erkrankten 0,05 % (Proband 44, 74 Jahre alt, Kultur positiv, Quantiferon-Test
negativ), 0,09 % (Proband 43, 46 Jahre alt, Kultur positiv) und 0,55 % (Proband 42, 54
Jahre alt, Kultur positiv) IFN-y positive T-Helferzellen nachweisbar. Dagegen enthielten die
Proben gesunder TB negativer Probanden keine beziehungsweise nur eine sehr geringe Zahl
spezifisch reaktivierbarer T-Helferzellen (0,00 % bis 0,01 %).

Diese Ergebnisse geben auch unter Beriicksichtigung der geringen Zahl der getesteten
Personen erste Hinweise darauf, dass sich das beschriebene Verfahren zur Erkennung von
latent beziehungsweise aktiv mit M. tuberculosis infizierten Personen und ihrer Abgrenzung
von nicht infizierten gesunden Probanden eignet. Eine Differenzialdiagnose von aktiv und
latent Infizierten ist mit diesem Verfahren nicht moglich. Bei der Analyse der Werte fillt
auf, dass sich die Anteile IFN-y positiver T-Helferzellen bei Patienten mit einer aktiven TB
heterogen verhalten, mit einem Maximalwert von 0,55 %.

Ein Grund fiir die unterschiedliche Zahl IFN-y produzierender Zellen in den getesteten
Proben mag in einer die Erkrankung begiinstigende Immunsuppression zu finden sein, eine
hiufige Komorbiditit der TB. Diese erzeugt u.a. eine T-Zell-Suppression, aus welcher die
schwachen IFN-y Signale stammen konnten. Ferner treten Zustinde der Immunschwiche
auch im Alter vermehrt auf, was speziell den niedrigen IFN-y Wert von 0,05 % und den
negativen Quantiferon-Test, ein IGRA, von Proband 44 erkldaren konnte.
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Zusammenfassung

Die Arbeitsgruppe von PD Dr. Ludwig Deml befasst sich in einem Forschungsvorhaben
unter Einsatz ihrer proprietiren Reversen T-Zell-Technologie (RTT) mit der Entwicklung
neuer Diagnostikprodukte zur Bestimmung aktiver mikrobieller Infektionen. Dieses
Verfahren beruht auf der Bestimmung von Reifungsprozessen, welche in Antigen-
prasentierenden Zellen (APC) infolge einer epitopspezifischen Interaktion mit einer
aktivierten T-Helferzelle hervorgerufen werden. Aktivierte T-Helferzellen treten transient
wihrend der aktiven Phase einer Infektion auf und stellen somit einen interessanten neuen
Biomarker fiir den Nachweis aktiver Infektionen dar.

Das Verfahren beruht auf der MHC-Klasse-II Beladung von APC in frisch isolierten PBMC
eines Patienten mit erregerspezifischen Peptiden, der Kultivierung des stimulierte APC und
T-Zellen enthaltenden Zellgemisches sowie der anschlieBenden Messung T-Zell-induzierter
Reifungsprozesse in APC als Marker fiir die Anwesenheit in vivo aktivierter T Helferzellen.

Im Rahmen dieses Projektes sollte am Beispiel der Tuberkulose untersucht werden, ob die
Transfektion von Expressionsvektoren, welche fiir mit ER- und endosomalen
Translokationssignalen ausgestattete chimére Proteine kodieren, eine geeignete Strategie zur
Epitopbeladung von MHC-Klasse-II Molekiilen auf APC und insbesondere B-Zellen
darstellt. Dieses Verfahren sollte beziiglich der Prisentationseffizienz zudem mit der
Inkubation von PBMC bzw. Vollblut mit I6slichen Proteinen verglichen werden.

Das Ziel des ersten Arbeitspakets war es zu untersuchen, ob sich die Nucleofector®
Technologie von Lonza zum gezielten und ausreichend effizienten Plasmidtransfer in APC
und insbesondere in B-Zellen eignet. Dazu wurden verschiedene Zellpopulationen unter
Verwendung des Human B Cell Nucleofector® Kits mit einem GFP-Expressionsplasmid
transfiziert und die Zahl GFP-produzierender Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Es
zeigte sich, dass mit dieser Technologie nur eine relativ ineffiziente und wenig selektive
Transfektion von B-Zellen in PBMC erzielt werden kann. So zeigten etwa 25 % aller
transfizierten PBMC, jedoch nur etwa 11 % der darin enthaltenen B-Zellen 24 Stunden nach
erfolgter Transfektion eine messbare GFP Expression. Zu diesem Zeitpunkt betrug der
Anteil vitaler PBMC im Median 87,3 %. Zudem weisen isolierte primidre B-Zellen im
Vergleich mit in PBMC vorliegenden B-Zellen nach Transfektion nur zu einem geringen
Prozentsatz eine messbare GFP Produktion auf (ca. 1 % versus 11 % Marker-positive
Zellen). Dagegen sind B-Zell-Linien im Vergleich mit frisch isolierten priméiren B-Zellen
wesentlich effizienter transfizierbar (bis zu 49,5 % versus 1% Marker-positive Zellen).

Im zweiten Arbeitspaket wurden nun Plasmide zur Expression des Mycobacterium
tuberculosis Proteins ESAT-6 sowie eines ESAT-6/ CFP-10 Fusionsproteins kloniert,
welche wichtige Zielstukturen fiir TB-spezifische T-Helferzellen beinhalten. Um die
Prasentation dieser intrazellulidr synthetisierten Proteine auf MHC-II Molekiilen zu
gewdhrleisten, wurden die Gene dieser Proteine um Sequenzen des Lysosom-assoziierten
Membranprotein 1 (LAMP1) erweitert, welche fiir endoplasmatische und lysosomale
Adressierungssignale kodieren. In Transfektionsexperimenten und anschlieBenden
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Immunoblot-Analysen konnte lediglich in der B-Zell-Line DG75, nicht aber in isolierten
primdren B-Zellen eine Expression von ESAT-6 gezeigt werden. Das ESAT-6/ CFP-10
Fusionsprotein war weder in primiren B-Zellen noch in DG75 Zellen nachweisbar.

Zur funktionellen Bestimmung der Prasentation von Epitopen des ESAT-6 bzw. CFP-10
Proteins auf MHC-Klasse-II-Molekiilen in transfizierten PBMC wurde ein Zellkultursystem
etabliert, dass auf der Kokultivierung von mit den etablierten Expressionsplasmiden
transfizierten APC mit autologen, ex vivo expandierten ESAT-6/ CFP-10 spezifischen T-
Helferzellen beruht. Dazu wurden durch eine repetitive Stimulation mit autologen ESAT-6/
CFP-10 Fusionsprotein beladenen PBMC T-Zellkulturen etabliert, welche bis zu 25 %
ESAT-6/ CFP-10-spezifische T-Helferzellen enthielten. Der Anteil spezifischer T-
Helferzellen wurde anhand deren IFN-y Produktion bestimmt. Diese konnte mittels
intrazelluldrer IFN-y Fiarbung und anschlieBender durchflusszytometrischer Analyse erfasst
werden. In den Kokultivierungsexperimenten wurden durch mit dem Expressionsplasmid
transfizierte PBMC 0,1 % der expandierten T-Helferzellen zur Produktion von IFN-y
angeregt. Im Vergleich dazu fiihrte die Stimulation der Kokulturansitze mit 16slichem
ESAT-6/ CFP-10 Protein in 5,9 % der T-Zellen zu einer spezifischen IFN-y Produktion.
Diese Untersuchungen belegten, dass die Inkubation mit 16slichen Proteinen im Vergleich
zum Plasmidtransfer mittels des Amaxa Verfahrens zu einer wesentlich effizienteren MHC-
Klasse-II Beladung mit Epitopen und somit zu einer effizienteren Aktivierung spezifischer
T-Helferzellen fiihrt.

In abschlieenden Experimenten wurde zudem untersucht, ob sich das l6sliche ESAT-6/
CFP-10 Fusionsprotein auch in Vollblutproben von latent bzw. akut an einer Tuberkulose
Erkrankten zum Nachweis TB-spezifischer T-Zellen eignet. In diesen Untersuchungen
konnte durchflusszytometrisch mittels intrazelluldarer IFN-y Farbung in allen getesteten
Blutproben von Patienten mit einer latenten und aktiven Tuberkulose eine signifikante Zahl
spezifischer T-Helferzellen nachgewiesen werden. Hier war in den wenigen getesteten
Proben von Patienten mit einer latenten und aktiven TB kein signifikanter Unterschied in
der Frequenz reaktiver T-Zellen beobachtbar.

Die erzielten Untersuchungsergebnisse zeigen, dass sich der Plasmidtransfer mittels der
Amaxa Technologie und ,,zellspezifischer* Transfektionsreagentien aufgrund der geringen
Transfektionsraten und Selektivitit sowie der hohen Zytotoxizitdt nur sehr begrenzt zur
Beladung von MHC-Klasse-II-Molekiilen auf primédren B-Zellen mit erregerspezifischen
Peptiden eignet.
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Anhang 9]

Anhang

A. Patienteninformation zur Durchfiihrung einer Blutentnahme zu
Forschungszwecken

Sehr geehrter Blutspender,

zuniachst mochten wir uns herzlichst fiir Ihr Interesse an der Teilnahme bei dem von uns,
dem Institut fiir Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Klinikums der Universitit
Regensburg (Direktor: Prof. Dr. Hans Wolf) und der Fachklinik fiir Erkrankungen der
Atmungsorgane (Direktor: Prof. Dr. med. Michael Pfeiffer) durchgefiihrten
Forschungsprojektes bedanken.

Das Bakterium Mykobakterium tuberkulosis (M. tuberculosis) verursacht die Tuberkulose,
eine chronisch verlaufende Infektionserkrankung, welche in erster Linie die Lunge betrifft,
aber auch andere Organe, wie die Hirnhédute, Lungenfell, Knochen, Harnwege, den
Verdauungstrakt und die Haut betreffen kann. Nach einer Ansteckung durch
Tropfcheninfektion bildet sich im Verlauf von etwa 6 Wochen eine kleine kndtchenformige
Entziindung - der Primidrkomplex - aus, welcher im Allgemeinen keine Beschwerden
verursacht. Wihrend etwa 90 % der Infizierten keine weiteren Symptome ausbilden, konnen
insbesondere in Personen mit geschwidchtem Immunsystem schwere, zum Teil
lebensbedrohliche Krankheitsbilder, wie das Anschwellen der Lymphknoten der Lunge,
Entziindungen des Rippenfells, des Herzbeutels, der Hirnhédute oder der Lunge auftreten.
Ziel der geplanten Studien ist es zu untersuchen, welche Rolle die Immunreaktionen (T-
Helferzellen, Killerzellen) des Korpers bei der Kontrolle von Mykobakterien sowie bei der
Entstehung einer Tuberkuloseerkrankung spielen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung
stimulieren wir im Reagenzglas die Immunzellen, die wir aus Threm Blut isolieren mit
verschiedenen Bestandteilen des Erregers. Die gegen Mpykobakterium tuberkulosis
gerichteten Immunzellen werden bei diesem Verfahren zur Teilung und Produktion von
Botenstoffen angeregt. Diesen Vorgang konnen wir messen und so das Ausmal} Threr
Immunantwort bestimmen.

Fiir die Gewinnung der Zellen ist eine vendse Blutentnahme notwendig. Diese wird von
einem Arzt durchgefiihrt, und ist mit keinen schwerwiegenden Komplikationen verbunden.
In einigen Fillen kann es bei der Blutabnahme zu Schwindelgefiihlen bis hin zum Kollaps
kommen. In sehr seltenen Fiéllen kann es auch zur Infektion des umliegenden Gewebes, zur
Einblutung nach kleineren Verletzungen der Blutgefde oder zu Nervenschiddigungen in
dem Areal kommen. Thre personlichen Daten und die gewonnenen Ergebnisse werden
verschliisselt registriert, so dass fiir Unbefugte keine Moglichkeit besteht, in den Besitz
dieser Informationen zu gelangen. Bei allen weiteren verwaltungstechnischen Schritten
werden die gesetzlichen Datenschutzbestimmungen und die é&rztliche Schweigepflicht
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beachtet. Wir versichern ihnen des weiteren, dass ihre Blutproben zu keinem anderen
Zweck als dem oben aufgefiihrten verwendet werden.

Vielen Dank fiir ihre Mitarbeit.

Prof. Dr. Hans Wolf
Prof. Dr. med. Michael Pfeiffer

Ort, Datum, Unterschrift des Blutspenders

Ort, Datum, Unterschrift des aufkldrenden Arztes

B. Einverstiandniserkldrung zur Durchfiihrung einer Blutentnahme zu
Forschungszwecken

Hiermit willige ich in die Durchfiihrung einer Blutentnahme zu Forschungszwecken ein.
Mir wurde neben der schriftlichen Patienteninformation auch sonst ausreichend Gelegenheit
gegeben, mich iiber den Sinn und Zweck der Studie und der Blutentnahme zu informieren.
Das von mir gespendete Blut darf nur zu dem mit mir besprochenen Zweck verwendet
werden und beim Umgang mit meinen personlichen Daten miissen die gesetzlichen
Datenschutzbestimmungen sowie die drztliche Schweigepflicht beachtet werden.

Ort, Datum, Unterschrift des Blutspenders

Ort, Datum, Unterschrift des aufkldrenden Arztes
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C. Berechnung der Quartile mit der Clevelandmethode nach John Tukey

Die in der Arbeit aufgefiihrten Box Plots wurden mit dem Programm Sigma Plot,
Version 10.0 (Systat Software Inc., San Jose, USA) erstellt. Im Sigma Plot User Guide ist
auf S. 336 die zur Erstellung der Perzentilen vom Programm zur Interpolation verwendete
Cleveland-Methode aufgefiihrt:

“Both the Cleveland method and the Standard method use linear interpolation to determine
the percentile value, but each uses a different method of rounding when determining the
smallest data index used for the interpolation. The two methods give the same result when
computing the 50th percentile (median).

If the data in increasing order is x1, x2, ..., xN and the percentile is p, then the two methods
compute the data percentile value v using the following formulas:

Cleveland: Let k be the nearest integer to N*p/100, and let f = N*p/100 +0.5 - k.

Standard: Let k be the largest integer less than or equal to (N+1)*p/100, and let
f=(N+1)*p/100 - k.

To compute the percentile value, each of the above methods uses the formula:
v=f*xk+1+(1-f)*xk.*

D. Regressionsgerade aus Molekulargewichtstandard und jeweiliger relativer
Laufstrecke zur Ermittlung der GroBe detektierter Proteine (zu Abbildung 20)

Regressionsgerade zu Abbildung 20
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