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Zusammenfassung I

ZUSAMMENFASSUNG

Filarien persistieren bis zu 15 Jahren in ithren Wirten. Als eine Ursache dieser Persistenz
diskutiert man die Fahigkeit der Filarien, die Immunantwort des Wirtes gezielt zu modulieren
und eine zelluldre Hyporeaktivitdt zu induzieren. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
ob ein sezernierter Cysteinproteasen-Inhibitor (Onchocystatin) der humanpathogenen Filarie
Onchocerca volvulus immunmodulierende Eigenschaften besitzt und an der Herausbildung
eines hyporeaktiven Immunstatus des Wirtes beteiligt ist. Fiir die Untersuchungen wurde
Onchocystatin als full length Molekiill (rOv17) und als verkiirztes Molekiil (trOv17)
rekombinant hergestellt. Das verkiirzte trOv17 besitzt aufgrund des Fehlens des N-terminalen
Bereiches eine verminderte proteaseinhibitorische Aktivitidt. Die in vitro Studien mit den
rekombinant hergestellten O. volvulus Cystatinen verdeutlichen, dal rOv17 und auch trOv17
potente Immunmodulatoren sind, die sowohl die antigenspezifische als auch die polyklonal-
stimulierte Proliferation von humanen PBMC inhibieren. Die zelluldre Hyporeaktivitit ist
dabei auf die Modulation von Monozytenfunktionen zuriickzufithren. rOv17 und trOv17
modulieren die Antigenprdsentation, die Zytokinproduktion und die Expression
kostimulatorischer Signale von humanen Monozyten. So konnte gezeigt werden, da3 rOv17
und trOv17 die Aktivitdt von humanem Cathepsin L und S inhibieren und die Expression von
HLA-DR, CD40 und CD86 vermindern. Die Modulation der Zytokinproduktion durch rOv17
und trOv17 ist durch eine verstiarkte TNF-o und IL-10 Produktion und durch eine verminderte
IL-12 Produktion charakterisiert. Desweiteren konnte in Neutralisationsstudien mit anti-IL-10
Ak gezeigt werden, dal die verminderte Expression von HLA-DR, CD40 und CD86 Folge der
durch rOv17 und trOv17 induzierten verstirkten IL-10 Produktion ist. Im Gegensatz dazu
bleibt die verminderte IL-12 Produktion und die verminderte polyklonal-stimulierte
Proliferation humaner PBMC auch nach der Neutralisation von IL-10 bestehen. Die Studien
mit den rekombinant hergestellten O. volvulus Cystatinen zeigen, dal rOv17 und trOv17 ihr
immunologisches Umfeld auf vielfiltige Art und Weise modulieren. Dabei spielt vermutlich
die Inhibition der Aktivitdt einer Wirtscysteinprotease, aber auch ein von der Funktion als
Cysteinproteasen-Inhibitor unabhingiger Mechanismus eine Rolle. Der Cysteinproteasen-
Inhibitor der Filarie O. volvulus besitzt somit die Eigenschaft, die Immunantwort des Wirtes
zu modifizieren, und ist vermutlich eine wesentliche Komponente, die dem Parasiten eine

lange Persistenz im Wirt ermoglicht.



Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Einfithrung

Die humanpathogene Filarie O. volvulus ist der Erreger der FluBblindheit und in tropischen
Gebieten Afrikas, Lateinamerikas und Siidostasiens endemisch. Nach Schitzungen der WHO
(1995) sind ca. 20 Millionen Menschen infiziert. Die Filarie lebt in der Unterhaut des
Menschen und fiihrt zu chronisch entziindlichen Verdnderungen der Haut und bei 2% der
Infizierten zur Erblindung. Die Folgen der Infektion sind somit nicht nur mit einer starken
Einschrinkung des Wohlbefindens verbunden, sondern stellen im Falle einer Erblindung auch
ein ernstes soziales Problem fiir die Betroffenen dar. Die Strategien zur Bekdmpfung der
Onchozerkose haben zum einen die Unterbrechung des Infektionszyklus und zum anderen den
Schutz exponierter Personen durch Impfungen zum Ziel. Umgesetzt wurden und werden diese
Ziele durch eine groBflichige Bekidmpfung des Zwischenwirtes und Ubertriigers, der
Kriebelmiicke, und durch eine umfangreiche Chemotherapie infizierter Personen mit
Ivermectin, einem Chemotherapeutikum, dall nur gegen das erste Larvenstadium nicht aber
gegen adulte Filarien wirksam ist. Die Entwicklung von Impfstoffen war bislang, trotz
intensiver Suche nach Parasitenproteinen als potentielle Impfstoftkandidaten, erfolglos.

Eine neue Strategie, die im Zusammenhang mit der chemotherapeutischen Kontrolle der
Infektion verfolgt wird, ist eine antibiotische Therapie, die darauf abzielt, endosymbiontisch
lebende Bakterien (Wolbachien) zu eliminieren, wodurch eine Sterilitdt der Filarien induziert
wird (Hoerauf et al. 2000). Desweiteren erhofft man aus Studien, die das Phdnomen der
langen Persistenz des Parasiten im immunkompetenten Wirt untersuchen, neue Strategien fiir
die Bekdmpfung der Onchozerkose abzuleiten. Um in einem immunkompetenten Wirt zu
iiberleben, miissen Filarien Mechanismen entwickelt haben, die es ihnen ermdglichen, der
Immunantwort des Wirtes zu entgehen oder diese zu modifizieren. Um in diesem
Zusammenhang die Bedeutung eines sezernierten Cysteinproteasen-Inhibitors der
humanpathogenen Filarie O. volvulus zu charakterisieren, wurde in dieser Arbeit das
immunmodulierende Potential des rekombinant hergestellten Cysteinproteasen-Inhibitor

untersucht. Neben der Charakterisierung der immunmodulierenden FEigenschaften des
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Inhibitors, sollten die Studien dariiber hinaus zeigen, ob die Inhibition der Aktivitdt einer
Wirtscysteinprotease an diesem Prozel3 beteiligt ist.

Der Cysteinproteasen-Inhibitor der humanpathogenen Filarie wurde erstmals von Lustigman
et al. (1991, 1992) beschrieben und als Onchocystatin bezeichnet. Die Autoren postulieren
eine regulierende Funktion des Onchocystatins bei der Hautung der Larven (Lustigman et al.
1996). Aufgrund folgender Untersuchungen und Uberlegungen vermuteten wir, dafl
Onchocystatin neben physiologischen Funktionen im Stoffwechsel des Parasiten, auch
immunmodulierende Eigenschaften besitzt: 1) Onchocystatin ist Bestandteil des Exkretions-
/Sekretionsproduktes (E/S-Produkt), welches immunmodulatorisch wirksam ist. 2) Fiir die
Nagetierfilarie Acanthocheilonema viteae ist gezeigt worden, daf3 alle Parasitenstadien, also
nicht nur sich hidutende Stadien, den Inhibitor ausscheiden (Hartmann et al. 1997). 3) Fiir den
Cysteinproteasen-Inhibitor der Nagetierfilarie A. viteae wurde eine immunmodulierende
Wirkung gezeigt (Hartmann et al. 1997). 4) Klager et al. (1999) konnten fiir Onchocystatin
eine immunmodulierende Wirkung im Zwischenwirt zeigen. 5) Katunuma et al. (1994),
Vidard et al. (1991) und Maekawa et al. (1998) haben in ihren Studien immunmodulierende

Eigenschaften von Cysteinproteasen-Inhibitoren charakterisiert.

1.2 O. volvulus und die Onchozerkose

1.2.1 Lebenszyklus

O. volvulus besitzt einen zweiwirtigen Entwicklungszyklus, wobei der Mensch der Endwirt
und die Kriebelmiicke (Familie Simuliidae) der Zwischenwirt ist (Abb. 1). Die
Kriebelmiicken iibertragen bei der Blutmahlzeit die infektionsfédhigen Drittlarven (L3) auf den
Menschen. In der Unterhaut des Menschen hauten sich die L3 zu L4, die sich im Laufe von 12
bis 24 Monaten zu adulten Filarien entwickeln. Die adulten Filarien leben v.a. in der
Unterhaut, aber auch im muskuldren Bindegewebe. Adulte Weibchen kénnen 20 bis 70 cm
und Miénnchen 3 bis 12 cm lang werden. Adulte Weibchen leben aufgekniult in
bindegewebigen Unterhautknoten, den Onchozerkomen. Miannchen sind in der Unterhaut frei
beweglich und konnen zur Kopulation die Weibchen in den Knoten aufsuchen. Weibchen

scheiden pro Tag bis zu 1500 Mikrofilarien (Mf, Larve 1) aus, die in der Unterhaut frei
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umherwandern und bei einer Blutmahlzeit von den Kriebelmiicken aufgenommen werden. Im
Zwischenwirt wandert die L1 in die Brustmuskulatur ein und entwickelt sich {iber zwei
Hautungsstadien zur infektionsfdhigen L3. Die L3 wandern in die Mundwerkzeuge der
Kriebelmiicke ein und werden von hier beim Saugakt auf den Menschen {ibertragen.
Kriebelmiicken sind aufgrund ihrer Brutverhaltens an flieBende Gewésser gebunden. Deshalb

sind v.a. Bewohner von tropischen FluBBlandschaften von der Onchozerkose betroffen.

Adulte

L2

Abb. 1: Entwicklungszyklus der Filarie O. volvulus. (Quelle: Archiv des Lehrstuhls fiir Molekulare
Parasitologie, Institut fiir Biologie, Humboldt-Universitét zu Berlin.)

1.2.2 Klinische Manifestation einer O. volvulus-Infektion

Eine Infektion mit O. volvulus fiihrt zur Bildung von Onchozerkomen, sowie zu krankhaften
Verdanderungen der Haut und der Augen, wobei der Auspriagungsgrad dieser Verdnderungen
sehr vielfdltig sein kann. Beobachtet werden milde Verldufe der Infektion ohne klinische
Symptome, aber auch Infektionen mit klinischer Manifestation, die durch chronische
Dermatitiden und/oder Entziindungen der Augen gekennzeichnet sind. Kommt es zu einer

klinischen Manifestation der Infektion, so konnen die krankhaften Verdnderungen der Haut
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generalisiert oder Ortlich begrenzt auftreten. Charakteristisch fiir die generalisierte Form der
Onchozerkose sind chronische, geringgradig entziindliche Verdanderungen der Haut. Sie sind
durch Atrophie, Elastizitdtsverlust und durch Hyper- und Hypopigmentation gekennzeichnet.
Bei langerem Infektionsverlauf kommt es hiufig zur Hyperkeratose, Akanthose, Parakeratose
und Pigmentschwund. Lymphknoten und Lymphgefafe der betroffenen Regionen sind durch
chronische Lymphadenitiden verdndert. Die selten vorkommende lokalisierte Form der
Onchozerkose (Sowda, arabisch fiir schwarze Haut) ist durch ortlich begrenzte, starke
entzlindliche Verdnderungen der Haut gekennzeichnet, die mit Pachydermie und
Hyperpigmentation einhergeht (hyperreaktive Form). Die drainierenden Lymphknoten der
betroffenen Korperregionen sind in der Regel vergroBBert. Mit den Hautverdnderungen beider
Formen der Onchozerkose ist ein starker Juckreiz verbunden. 20-30 % der infizierten
Personen zeigen entzilindliche Verdnderungen der Augen (u.a. sklerotisierende Keratitis). Die
Folge dieser Verdnderungen ist eine starke Beeintrdchtigung des Sehvermogens bzw. die
vollstdndige Erblindung der Betroffenen.

Die krankhaften Verdanderungen infolge einer Infektion mit O. volvulus sind vor allem auf
Abwehrreaktionen des Wirtes gegen absterbende Mikrofilarien (Mf, Larve 1) zuriickzufiihren
(Mackenzie et al. 1985). Untersuchungen haben gezeigt, dal lebende Mf und Wiirmer durch
Abwehrmechanismen des Wirtes nicht attackiert werden. Erst mit dem Absterben der Mf oder
der Wiirmer werden die Parasiten von Immunzellen angegriffen. In infizierten Personen
sterben tiglich 10 000-20 000 Mf, in stark Infizierten bis zu 500 000 Mf (Duke 1993). Die
dadurch ausgelosten Entziindungsreaktionen konnen zur klinischen Manifestation der
Onchozerkose fithren (Sowda bzw. papulose Dermatitis der generalisierten Form).

Eine Infektion mit O. volvulus muf} nicht in jedem Falle zu einer Manifestation der Infektion
fiihren. In endemischen Gebieten gibt es Personen, die bei vergleichbarer Parasitenexposition
keine Anzeichen einer parasitologischen und klinischen Manifestation zeigen (Gallin et al.
1988, Ward et al. 1988, Elson et al. 1994). Diese Personen werden als ,,vermeintlich immun*

bezeichnet.
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1.2.3 Charakterisierung des Immunstatus infizierter Personen

Die Immunreaktion auf eine Infektion mit O. volvulus ist sowohl durch humorale als auch
durch zelluldire Abwehrmechanismen charakterisiert. Die Stirke und Dominanz dieser
Immunantworten ist jedoch unterschiedlich ausgepriagt. Der Immunstatus von Personen mit
generalisierter Onchozerkose ist durch eine Typ 2- und Typ 3 Immunantwort gekennzeichnet
(Doetze et al. 2000). Die immunologische Reaktionslage dieser Personen ist im Vergleich zu
vermeintlich Immunen durch eine antigenspezifische zelluldre Hyporeaktivitét, die u. a. durch
die Wirkung von IL-10 und TGF-B vermittelt wird, charakterisiert (Doetze et al. 2000).
Weiterhin ist sie durch eine verminderte IL-2 und IFN-y Produktion und eine erhohte
Produktion von IL-13 gekennzeichnet. Auch die Bildung von IL-5 ist nachweisbar (Steel et al.
1993, McCarthy et al. 1994, Elson et al. 1995, Ottesen et al. 1995, Luder et al. 1996, Doetze et
al. 2000). Die humorale Immunantwort zeichnet sich durch hohe Titer von
antigenspezifischen IgG1, IgG4 und IgE aus. Bei der generalisierten Form der Onchozerkose
wird die hohe Mf-Last der Infizierten mit der zelluldren Hyporeaktivitidt in Zusammenhang
gebracht.

Der Immunstatus von Personen mit einer lokalisierten, hyperreaktiven Onchozerkose ist im
Vergleich zur generalisierten Form der Onchozerkose durch eine stirkere zellulédre
Reaktivitét, eine erhohte Produktion von IL-2 und IL-5 und durch hohe Antikérperspiegel von
IgG1, IgG3, IgG4 und IgE gekennzeichnet (Brattig et al. 1994). Die stark ausgeprégte
Immunreaktion korreliert mit der niedrigen Mf-Last dieser Personen.

Im Vergleich zu infizierten Personen weisen vermeintlich Immune eine ausgeprigte zellulédre
Reaktivitit mit ausgepréagter IL-2, IL-5 und IFN-y Produktion auf (Ward et al. 1988, Steel et
al. 1993, Doetze et al. 2000). Die urspriingliche Annahme, daf3 diese Gruppe durch eine Typ
I-Immunantwort gekennzeichnet ist, ist heute umstritten, da jlingste Studien vermuten lassen,
daf3 IL-5 an der Ausbildung einer Immunitat beteiligt ist (Steel et al. 1993, Elson et al. 1995,
Brattig et al. 1997, Doetze et al. 1997, 2000). Vermeintlich Immune haben nur wenig
parasitenantigenspezifische Antikdrper (Dafa'alla et al. 1992, Brattig et al. 1994, Elson et al.
1994).
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1.3 Charakterisierung humaner Cysteinproteasen

Cysteinproteasen sind proteolytische Enzyme, die aufgrund struktureller Unterschiede in mehr
als 40 Familien (C1-C47) unterteilt werden (Rawlings und Barrett 1994). Die
Cysteinproteasen des menschlichen Organismus konnen vier verschiedenen Cysteinproteasen-
Familien zugeordnet werden, den Papainen (C1), den Calpainen (C2), den Legumainen (C13)
und den Caspasen (C14).

Humane Cysteinproteasen, die der Papain-Superfamilie angehdren, sind die in den Lysosomen
lokalisierten Cathepsine. Zu ihnen gehéren Cathepsin B, L, H, S, C, O, K, W, L2, F und X/Z.
Sie sind wichtige Enzyme, die in den Zellen den Abbau und Umsatz von Proteinen
katalysieren (Kirschke und Barrett 1987). Eine spezifische Funktion iibernehmen lysosomale
Cathepsine bei der Immunabwehr, indem sie in antigenpridsentierenden Zellen (APZ) die
Generierung von Peptid-MHC-II-Komplexen vermitteln. Die Regulation der proteolytischen
Aktivitdt der Cathepsine erfolgt iiber verschiedenen Mechanismen. So werden Cathepsine
zunidchst als inaktive Zymogene gebildet, die eine Proregion besitzen, die als Inhibitor
fungiert und die Aktivitit der Cathepsine bis zum Erreichen des Zielkompartiments
(Lysosomen) kontrolliert (Cygler und Mort 1997). Erst nach Erreichen des Zielkompartiments
erfolgt eine Abspaltung der Proregion und dadurch die Aktivierung der Protease (Rozmann et
al. 1999). Nach Aktivierung der Cathepsine wird deren Aktivitdt im weiteren iiber den pH,
iber posttranslationale Modifikationen und iiber Proteolyse reguliert (Kirschke et al. 1995,
Turk et al. 1993). Eine zentrale Bedeutung bei der Regulation der Aktivitidt der Cathepsine
besitzen zudem endogene Cysteinproteasen-Inhibitoren der Cystatin-Superfamilie

(Abrahamson et al. 1994).

Calpaine sind Ca’"-abhiingige Cysteinproteasen, die im Zytosol der Zellen lokalisiert sind. Die
Vertreter der Calpain-Superfamilie werden in die Klasse der typischen und die Klasse der
atypischen Calpaine unterteilt (Suzuki und Sorimachi 1998). Die Vertreter, die zur Klasse der
typischen Calpaine gehdren, sind im menschlichen Organismus ubiquitér verbreitet. Atypische
Calpaine werden hingegen gewebsspezifisch exprimiert (Sorimachi et al. 1997, Carafoli und
Molinari 1998). Eine Besonderheit der Calpaine besteht darin, dal ihre Aktivierung und
Aktivitdt streng Ca’-abhingig ist. Desweiteren induzieren Calpaine nur eine begrenzte

Proteolyse, so dafl vermutet wird, dal Calpaine Biomodulatoren sind, deren Funktion eine
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Modifizierung des entsprechenden Substrates und nicht deren vollstindige Proteolyse ist.
Substrate, die von Calpainen modifiziert werden, sind a) Proenzyme, wie Kinasen,
Phosphatasen und Proteinasen; b) Zytoskelettproteine; ¢) Membranproteine; d)
Transkriptionsfaktoren; e) Zytokine und f) Komponenten der extrazelluliren Matrix (Menard
und El-Amine 1996). Die Aktivitit der Calpaine wird durch einen endogenen Inhibitor,
Calpastatin, reguliert. Calpastatin ist ein spezifischer Inhibitor, der keine strukturellen
Gemeinsamkeiten mit den Cysteinproteasen-Inhibitoren der Superfamilie der Cystatine besitzt

(Emori et al. 1987).

Legumaine sind Cysteinproteasen, die wie Cathepsine lysosomal lokalisiert sind (Chen et al.
1997, 1998). Legumaine sind Asparaginyl-Endopeptidasen, die spezifisch die C-terminal vom
Asparagin befindliche Peptidbindung hydrolysieren und dadurch nur eine begrenzte
Proteolyse von Proteinen bewirken (Dando et al. 1999). Erste Untersuchungen zur Funktion
von Legumain haben gezeigt, dal Legumain an der Prozessierung von Antigen beteiligt ist
(Manoury et al. 1998). Die Regulation der Aktivitdt der Legumaine erfolgt ebenfalls durch
endogene Inhibitoren. So konnte gezeigt werden, dal die Aktivitit der Legumaine durch
Cystatin C, F und E/M (Typ 2-Inhibitoren der Cystatin-Superfamilie) inhibiert wird (Alvarez-
Fernandez et al. 1999).

Caspasen sind Aspartat-spezifische Cysteinproteasen, die im Zytosol der Zellen lokalisiert
sind. Caspasen werden als Proenzyme synthetisiert und durch proteolytische Spaltung
aktiviert. Bislang sind 11 verschiedene humane Caspasen beschrieben worden, die aufgrund
ihrer unterschiedlichen biologischen Funktion in drei Gruppen unterteilt werden konnen. So
sind Caspasen 1) entscheidend an der Induktion und Vermittlung des programmierten Zelltods
(Apoptose) beteiligt, 2) vermitteln Caspasen die Aktivierung von Zytokinen und 3) sind
Caspasen an der T-Zell-Aktivierung beteiligt (Denis et al.1998, Alam et al. 1999, Elkon
1999). Die Aktivitdt der Caspasen wird durch endogene Inhibitoren, wie XIAP, c-IAP1, c-
IAP2 und Survivin reguliert (Deveraux et al. 1997, 1999; Roy et al. 1997, Tamm et al. 1998).
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14 Charakterisierung der Superfamilie der Cysteinproteasen-Inhibitoren
(Cystatine)
14.1 Klassifizierung

Die Superfamilie der Cysteinproteasen-Inhibitoren besteht aus evolutionidr verwandten
Proteinen. Die Vertreter dieser Cystatin-Superfamilie sind fest-, aber reversibel-bindende
Inhibitoren von Cysteinproteasen der Papain-Superfamilie (Nicklin und Barrett 1984).
Aufgrund von Strukturunterschieden werden die Vertreter der Cystatin-Superfamilie in 3
Klassen unterteilt, in die Stefine, Cystatine und Kininogene (Barrett et al. 1986). In der ersten
Klasse, den Stefinen, werden alle Inhibitoren zusammengefal3t, die ca. 11 kD grof3 sind, keine
Signalsequenz besitzen, keine Disulfidbriicken ausbilden und nicht glykosiliert sind. Zu dieser
Gruppe gehoren u. a. die humanen Cystatine A und B. Typ 1-Inhibitoren sind v.a. intrazelludr
lokalisiert. Die Cysteinproteasen-Inhibitoren der zweiten Klasse, die Cystatine, sind 13-14 kD
grof3, besitzen eine Signalsequenz und bilden am C-Terminus 2 intramolekulare
Disulfidbriickenbindungen aus. Vertreter sind das EiweiBcystatin, humanes Cystatin C, D, S,
SN, SA, sowie Cystatine anderer Spezies. Zu dieser Klasse gehdren auch humanes Cystatin
E/M und F, die einige Besonderheiten aufweisen. Die Cystatine E/M und F sind glykosiliert
und Cystatin F besitzt am N-Terminus eine weitere Disulfidbriicke (Ni et al. 1997, 1998,
Sotiropoulou et al. 1997, Halfon et al. 1998). Typ 2-Inhibitoren sind v.a. extrazelluldr
lokalisiert. In der dritten Klasse, den Kininogenen, sind Cysteinproteasen-Inhibitoren
zusammengefalit, deren Aminosiuresequenz aus drei Kopien der Typ 2-Cystatine besteht. Das
C-terminale Ende wird durch eine kurze, bradikinindhnliche Sequenz gebildet. Die Typ 3-
Inhibitoren sind glykolisiert. Vertreter dieser Klasse sind die nieder- und hohermolekularen
humanen Kininogene (68 kD, 114 kD). Kininogene werden in der Leber gebildet und sind in

der Synovia und im Blutplasma enthalten.
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1.4.2 Inhibitionsmodell einer papainihnlichen Cysteinprotease durch einen

Typ 2-Inhibitor

Cystatine binden Cysteinproteasen fest, aber reversibel (Nicklin und Barrett 1984). Bei der
Interaktion von Inhibitor und Protease sind insbesondere 3 Bereiche des Cystatins beteiligt,
die hoch konserviert sind und die aktiven Doméanen des Inhibitors darstellen. Der N-terminale
aktive Bereich um die konservierte AS -G''- bildet mit den beiden C-terminalen,
konservierten Bereichen - ’QXVXG®’- und -'PW'%- (Die Numerierung entspricht der des
humanen Cystatin C.) eine keilférmige Struktur, die die ,,V*“-formige Substrattasche der
Protease blockiert (Hall et al.1995). Die N-terminale aktive Doméne interagiert dabei direkt
mit den Substratbindungstaschen S3, S2 und S1 der Protease und ist die wesentliche
inhibitorische Komponente des Cystatins (Machleidt et al. 1989, Abrahamson et al. 1991,
Lindahl et al. 1992, Hall et al. 1993, Bjork et al. 1995). Aber auch die zweite und dritte aktive
Doméne beeinflussen die Affinitdt des Inhibitors zur Protease. In welchem Ausmall dies
erfolgt, ist von der jeweiligen Protease abhingig (Auerswald et al.1995, Hall et al. 1995,
Bjork et al. 1996).

1.5 Charakterisierung von Onchocystatin

Onchocystatin gehort aufgrund struktureller und funktioneller Gemeinsamkeiten zur zweiten
Klasse der Uberfamilie der Cysteinproteasen-Inhibitoren, den Cystatinen (Lustigman et al.
1992). Der offene Leserahmen von Onchocystatin kodiert fiir 162 AS, wobei die ersten 21 AS
die Signalsequenz bilden. Das reife Protein umfafit 141 AS und ist 15,5 kD groB3. Ein
Aminosdureabgleich mit humanen Typ 2-Cystatinen (Abb. 2) zeigt, dafl die Sequenzen zu 17-
22% 1identisch sind. Onchocystatin hat die wichtigsten strukturellen Merkmale mit den
Cystatinen gemeinsam. Wie alle Typ 2-Cystatine hat Onchocystatin eine Signalsequenz, die
fir die Sekretion des Proteins verantwortlich ist. Onchocystatin besitzt auch die 3
charakteristischen aktiven Bereiche, die die hochkonservierten AS -XXG>*-, -98QXVXG102-
und -"*PW"**- enthalten. Onchocystatin weist aber auch einige Besonderheiten auf. Besitzen
die Typ 2-Cystatine 4 Cysteine in der Sequenz und bilden 2 Disulfidbriicken, so hat

Onchocystatin nur 2 der 4 Cysteine in der Sequenz, und bildet nur 1 Disulfidbriicke aus. Eine
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weitere Besonderheit in der Sequenz von Onchocystatin im Vergleich zu anderen Cystatinen

ist der lange N-Terminus mit 29 AS vor der N-terminalen aktiven Doméne, der auch das

groBBere MW von rOv17 bedingt (Abb. 2).

10 20 30 40 50 60
Onchocystatin MLTIKDGTLLIHLLLFSVVALVQLQGAKSARAKNPSKMESKTGENQDRPVLLGGWEDRDP
Cystatin C ----MAGPLRAPLLLLAILAVALAVSPAAGSSPGKP------------ PRLVGGPMDASV
Cystatin D ----MMWPMHTPLLLLTALMVAVAGSASAQSR----------------- TLAGGIHATDL
Cystatin E/M ----MARSNLPLALGLALVAFCLLALPRDARAR-PQ------------ ERMVGELRDLSP
Cystatin F ----MRAAGTLLAFCCLVLSTTGGPSPDTCSQDLNS------------ RVKPGFPKTIKT
Cystatin S ----MARPLCTLLLLMATLAGALASSSKEENR----------------- ITPGGIYDADL

*

70 80 90 100 110 120
Onchocystatin KDEEILELLPSILMKVNEQSN-DEYHLMPIKLLKVSSQVVAGVKYKMDVQVARSQCKKSS
Cystatin C EEEGVRRALDFAVGEYNKASN-DMYHSRALQVVRARKQIVAGVNYFLDVELGRTTCTKTQ
Cystatin D NDKSVQRALDFAISEYNKVINKDEYYSRPLQVMAAYQQRIVGGVNYYFNVKFGRTTCTKSQ

Cystatin E/M

DDPQVQKAAQAAVASYNMGSN-SIYYFRDTHIIKAQSQLVAGIKYFLTMEMGSTDCRKTR

Cystatin F NDPGVLQAARYSVEKFNNCTN-DMFLFKESRITRALVQIVKGLKYMLEVEIGRTTCKKNQ
Cystatin S NDEWVQRALHFAISEYNKATE-DEYYRRPLQVLRAREQTFGGVNYFFDVEVGRTICTKSQ
* . . e *[ * 4 *
130 140 150 160
Onchocystatin NEK--VDLTKCKKLEG---HPEKVMTLEVWEK NFMRVEILGTKEV
Cystatin C PN----- LDNCPFHDQPHLKRKAFCSFQIYAV GTMTLSKSTCQDA

Cystatin D
Cystatin E/M
Cystatin F

DKISILNYKCRKV
NSSQLLKHNCVQM
QHFEVPVLRCH- -

PN----- LDNCPFNDQPKLKEEEFCSFQINEV
VTGDHVDLTTCPLAAG-AQQEKLRCDFEVLVV
HLR----LDDCDFQTNHTLKQTLSCYSEVWVV

Cystatin S PN----- LDTCAFHEQPELQKKQLCSFEIYEV

* j . !

DRMSLVNSRCQEA
|

Abb. 2: Aminosiduresequenzvergleich von Onchocystatin und humanem Cystatin C, D, E/M, F
und S. Die Numerierung bezieht sich auf die Sequenz von Onchocystatin. Ubereinstimmung von
Onchocystatin mit Cystatin C 18%, Cystatin D 22%, Cystatin E/M 18%, Cystatin F 17% und Cystatin
S 21%. Bindestriche (-) stellen eingefiigte Liicken dar, die einen optimalen Sequenzabgleich
ermdglichen. Sterne (*) kennzeichnen identische AS. Punkte (.) markieren dhnliche AS. Kistchen
markieren die aktiven, konservierten Bereiche. Unterstreichungen ( ) kennzeichnen die
Signalsequenzen. Die durch Linien verbundenen Cysteine stellen Disulfidbriicken dar. Die Cysteine,
die durch eine durchgehende Linie verbunden sind, bilden eine Disulfidbriicke, die von allen
dargestellten Cystatinen ausgebildet wird. Die gestrichelte Linie stellt eine Disulfidbriicke dar, die

typischerweise von Typ 2-Cystatinen, nicht aber von Onchocystatin gebildet wird.
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1.6 Immunmodulation durch Helminthenproteine und -produkte

Die gezielte Manipulation der Immunantwort des Wirtes durch Parasitenproteine oder -
produkte ist ein bedeutender Immunevasionsmechanismus von Parasiten. Fiir Filarien und
andere Helminthen sind in diesem Zusammenhang folgende Mechanismen beschrieben
worden.

Filarien konnen zum einen die Immunantwort ihrer Wirte beeinflussen, indem sie Proteine
ausscheiden, die Homologien zu humanen Zytokinen aufweisen und somit deren Funktion
imitieren. Zum anderen exponieren Parasiten Proteine oder Parasitenprodukte, die direkt die
Zytokinbildung und / oder Expression von Membranproteinen von Wirtszellen modulieren.
Zu dieser Gruppe immunmodulierender Parasitenproteine oder -produkte gehdren u. a. auch
funktionelle Proteine, wie z. B. Proteaseinhibitoren, die vermutlich durch die Beeinflussung
von enzymatischen Reaktionen in ihren Wirten eine immunmodulierende Wirkung vermitteln.
Die Sekretion eines Zytokinhomologs, welches Homologien zum humanem
migrationsinhibienden Faktor (MIF) besitzt, ist fiir die Filarien Brugia malayi, Wucheria
bankrofti und O. volvulus gezeigt worden (Pastrana et al. 1998). Das von den Filarien
sezernierte MIF-Homolog wirkt sowohl migrationsinhibitorisch als auch chemotaktisch auf
humane Monozyten, und moduliert so deren Migrationsverhalten.

Die tierpathogene Filarie Dirofilaria immitis sezerniert ein Protein, welches die CD23-
Expression (low affinity IgE Fc-Rezeptor) auf T- und B-Zellen induziert, eine verstiarkte IgE
Synthese provoziert und T-Zellen zur Produktion von IL-3, IL-4, IL-5 und IL-6 stimuliert
(Yamaoka et al. 1994). Die Nagetierfilarie 4. viteae sezerniert ein 62 kD grof3es,
Phosphorylcholin-assoziertes Glykoprotein (ES-62), welches die B- und T-Zell-Aktivierung
beeinflulit (Deehan et al. 1997, 1998). Dabei aktiviert ES-62 verschiedene Kinasen und
Faktoren des Signaltransduktionsweges dieser Zellen, und induziert eine Desensibilisierung,
so daf} eine anschlieBende Aktivierung nicht mehr moglich ist. Die Autoren konnten zeigen,
daB die eigentlich aktive Komponente von ES-62 das assoziierte Phosphorylcholin ist (Harnett
et al. 1999). Auch die humanpathogene Filarie B. malayi induziert durch Phosphorylcholin-
assoziierte Proteine eine Immunmodulation, die durch die Suppression der Mitogen-
stimulierten Proliferation der PBMC infizierter und nichtinfizierter Personen charakterisiert

ist (Lal et al. 1990).
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Ein Serinproteasen-Inhibitor (Taeniastatin) des Bandwurms Taenia taeniaeformis inhibiert die
antigenspezifische und Mitogen-stimulierte Proliferation von Ratten-Milzzellen und
supprimiert deren IL-2 Produktion (Leid et al. 1986). Ascaris suum, der Schweinespulwurm,
sezerniert einen Aspartylproteasen-Inhibitor (PI-3), der die Aktivitit von Cathepsin E
inhibiert, einer Protease, die an der Prozessierung von Antigen beteiligt ist (Bennett et al.
1992). Fiir die Nagetierfilarie A. viteae haben Hartmann et al. (1997) gezeigt, dall ein
Cysteinproteasen-Inhibitor (Av17) die antigenspezifische und polyklonale Proliferation von
Mausmilzzellen supprimiert und eine verstirkte IL-10 Produktion induziert.

Die angefiihrten Beispiele verdeutlichen, daB Helminthen durch verschiedene Strategien die

komplexen Reaktionsabldufe einer Immunantwort beeinflussen konnen.
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2 ZIELE DER ARBEIT

Filarieninfektionen sind durch die lange Persistenz der Erreger in ihren Wirten charakterisiert.
Die Immunantwort von infizierten Personen ist dabei im allgemeinen durch eine zelluldre
Hyporeaktivitdt und durch eine Typ 2- und Typ 3 Immunantwort gekennzeichnet. Dies
bedeutet, da} Filarien iiber Mechanismen verfiigen, die diese hyporeaktive immunologische
Reaktionslage des Wirtes hervorrufen. Studien von Elkalifa et al. (1991) und Allen et al.
(1998) haben gezeigt, dal E/S-Produkte der Filarien an der Entwicklung einer zelluldren
Hyporeaktivitét beteiligt sind. Bislang sind jedoch einzelne Komponenten der E/S-Produkte
nur wenig charakterisiert und auch Mechanismen sind weitgehend unbekannt. Studien mit
einem sezernierten Cysteinproteasen-Inhibitor der Nagetierfilarie 4. viteae, haben gezeigt, da3
dieser die Proliferation von Mausmilzzellen inhibiert und die IL-10 Produktion hochreguliert
(Hartmann et al. 1997).

Ziel dieser Arbeit war es, vergleichend zum Tiermodell, das immunmodulierende Potential
eines Cysteinproteasen-Inhibitors der humanpathogenen Filarie O. volvulus zu untersuchen.
Neben der Charakterisierung der immunmodulierenden Eigenschaften des Inhibitors, sollten
die Studien dariiber hinaus zeigen, ob die Inhibition der Aktivitdt einer Wirtscysteinprotease

an diesem Prozel} beteiligt ist.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Herstellung und funktionelle Charakterisierung von rekombinanten

O. volvulus Proteinen

3.1.1 Klonierung und prokaryotische Expression rekombinanter O. volvulus

Proteine

3.1.1.1 Klonierung und Expression eines ,,full length* O. volvulus Cystatins (rOv17)

Die DNA des O. volvulus Cystatins wurde mittels PCR und spezifischer Primer aus einer O.
volvulus 1.3 cDNA Bank (Dr. S. Williams, Northhampton, USA) amplifiziert. Das erhaltene
PCR-Produkt des O. volvulus Cystatins, welches ohne Signalsequenz amplifiziert wurde,
umfallt 423 bp. Zur Schaffung von EcoRI-Schnittstellen wurde das PCR-Produkt in einen T-
Uberhangsvektor (pGEM T Easy vector) subkloniert. Durch die Klonierung des EcoRI-
geschnittenen Inserts in das Expressionsplasmid pET28b wurde ein rekombinanten O.
volvulus Cystatin (rOv17) mit 6 His am N-Terminus exprimiert. Die Expression von rOv17
erfolgte in BL21(DE3) pLysS-E. coli. Das rekombinante O. volvulus Cystatin wird von 177
Aminoséduren (141 Aminosduren O. volvulus Cystatin + 26 Aminosduren des pET Vektors)
kodiert und hat ein theoretisches MW von 19,5 kD. Nach Induktion durch IPTG wurde im
SDS-PAGE eine Expressionsbande mit einem MW von 21 kD identifiziert (Abb. 3), die im
anschlieenden Western Blot von einem anti-A.viteae Cystatin Kaninchenserum erkannt
wurde. rOv17 wurde mittels Ni-NTA-Affinitdtschromatographie nativ aufgereinigt, mehrmals

gegen PBS dialysiert und sterilfiltriert (Abb. 3).

55 kD —»

21,5 kD —»
14,4 kD —»

Abb. 3: Expression und Aufreinigung von rOvl7. Spur 1: Molekulargewichtsmarker, Spur 2:
Bakterienkultur ohne Induktion, Spur 3: Bakterienkultur nach 3 h Induktion mit IPTG, Spur 4: eluierte
rOv17 Fraktion, Spur 5: dialysierte und sterilfiltrierte rOv17 Fraktion.
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3.1.1.2 Klonierung und Expression eines verkiirzten O. volvulus Cystatins (trOv17)

Ein verkiirztes O. volvulus Cystatins (trOv17), welches um den N-Terminus einschlielich des
N-terminalen aktiven Bereich —LLG- verkiirzt ist, wurde kloniert und in E. coli exprimiert,
um ein O. volvulus Cystatin zu generieren, welches nicht oder nur noch begrenzt als
Cysteinproteasen-Inhibitor aktiv ist. Die DNA des verkiirzten O. volvulus Cystatin (kloniert in
pMal) wurde uns freundlicherweise von Frau Dr. J. Bradley (Salford University, Manchester,
GB) zur Verfiigung gestellt. Das Insert, welches fiir das verkiirzte O. volvulus Cystatin
kodiert, wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI aus dem pMal-Vektor isoliert und in den
Sequenzierungsvektor pBlueskript umkloniert. Die Sequenzierung der rekombinanten
Plasmide bestitigte, dal das verkiirzte O. volvulus Cystatin unmittelbar hinter dem N-
terminalen konservierten, aktiven Bereich mit der Aminosdure 55 (Trp) beginnt. Das EcoRI
verdaute Insert wurde in das 6His-Expressionsplasmid pET28a kloniert. Das verkiirzte
rekombinante O. volvulus Cystatin wird von 145 Aminosduren (109 AS O. volvulus Cystatin
+ 36 AS vom pET-Vektor) kodiert und hat ein theoretisches MW von 15,5 kD. Die
Expression von trOv17 erfolgte in BL21(DE3)-E. coli. Nach Induktion der Expression durch
IPTG wurde im SDS-PAGE eine Induktionsbande mit einem MW von 16 kD identifiziert
(Abb. 4), die im Western Blot von einem anti-A.viteae Cystatin Kaninchenserum erkannt
wurde. Das verkiirzte O. volvulus Cystatin wurde unter nativen Bedingungen mittels Ni-NTA-

Affinitdtschromatographie aufgereinigt, gegen PBS dialysiert und sterilfiltriert.

55kD — '!'

21,5kD —» =
s e -"_
144kD—»f ’

Abb. 4: Expression und Aufreinigung von trOvl17. Spur 1: Molekulargewichtsmarker, Spur 2:
Bakterienkultur ohne Induktion, Spur 3: Bakterienkultur nach 3 h Induktion mit IPTG, Spur 4: eluierte
trOv17 Fraktion, Spur 5: dialysierte und sterilfiltrierte trOv17 Fraktion.
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3.1.1.3 Klonierung und Expression eines O. volvulus Kontrollproteins (rOv33)

Als Negativkontrolle fiir alle weiteren Untersuchungen wurde ein O. volvulus Protein (Ov33)
kloniert und exprimiert, welches Ahnlichkeit mit der Familie der Aspartylproteasen-
Inhibitoren aufweist (Lucius et al. 1988, Willenbucher et al. 1993). Die Ov33-cDNA wurde
mittels PCR und spezifischen Primern aus dem rekombinanten Ov33-pGEX Plasmid
amplifiziert. Die Primer waren so konstruiert, dafl die Amplifikate eine Sacl
Restriktionsschnittstelle am 5'-Terminus und eine Sall-Restriktionsschnittstelle am 3'-
Terminus erhielten. Das PCR-Produkt umfalit 666 Basenpaare und kodiert fiir Ov33 ohne
Signalsequenz. Das Sacl und Sall verdaute PCR-Produkt wurde in das 6His-
Expressionsplasmid pET28b kloniert. Das rekombinante Ov33 (rOv33) wird von 271
Aminosduren (222 AS rOv33 + 49 AS pET-Vektor) kodiert und hat ein theoretisches MW
von 30 kD. Die Expression von rOv33 erfolgte in BL21(DE3)-E. coli (Abb. 5). Nach
Induktion wurde im SDS-PAGE eine Expressionsbande mit einem MW von 30 kD
identifiziert, die im Western Blot durch den anti-rOv33 monoklonalen Maus-Antikorper IVA7
erkannt wurde. rOv33 wurde unter denaturierenden Bedingungen mittels Ni-NTA-
Affinitdtschromatographie aufgereinigt (Abb. 5). Die Dialyse erfolgte gegen Puffer mit
absteigender Harnstoffkonzentration und abschlieBend mehrmals gegen PBS. Die

gewonnenen rOv33 Fraktionen wurden sterilfiltriert.

55kD —» '
——

215kD —> &
144kD —»] = !i

Abb. 5: Expression und Aufreinigung von rOv33. Spur 1: Molekulargewichtsmarker, Spur 2:
Bakterienkultur ohne Induktion, Spur 3: Bakterienkultur nach 3 h Induktion mit IPTG, Spur 4:
dialysierte und sterilfiltrierte rOv33 Fraktion.
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In Tab. 1 sind die wichtigsten Klonierungsdaten und Eigenschaften der 3 rekombinant

hergestellten Proteine abschlieBend noch einmal zusammengetalt.

Tab. 1: Ubersicht iiber die Klonierungs-

rovl7, trOvl7 und rOv33

und Expressionsdaten von

rOv17 trOv17 rOv33
Template DNA o VOZW}ZSL‘;HII? cDNA trOv17-pMal rOv33-pGex
GroBe der DNA-Inserts 423 bp (poly(zfll"' a6r(1)103}')-11)5n de) 666 bp
Expressionsplasmid pET28b pET28a pET28b
Transformierte E. coli BL21(DE3)pLysS BL21(DE3) BL21(DE3)
Theoretisches MW 19,5kD 15,5kD 30 kD
Tatsidchliches MW 21 kD 16 kD 33kD
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3.1.2 Sequenzanalyse von rOv17 und trOv17

3.1.2.1 Sequenzierung der klonierten DNA von rOv17 und trOv17

Zur Uberpriifung der Nukleotidsequenz wurde die amplifizierte DNA von tOv17 und trOv17
nach der Methode von Sanger et al. (1977) von der Firma AGOWA (Berlin) sequenziert.
Hierfiir wurde die DNA iiber die EcoRI-Restriktionsschnittstelle in den Vektor pBlueskript
kloniert. Die Nukleotidsequenz ist in Abb. 6 dargestellt. Die Aminosduresequenz wurde mit
Hilfe des HUSAR 5.0-Programms basierend auf dem GCG-Programm (Wisconsin Package

Version 10.0, Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, USA) abgeleitet.

GTT CAG TTG CAA GGA GCC AAG TCT GCA AGA GCC AAA AAT CCG TCA AAA ATG GAG
' Vval Gln Leu Gln Gly Ala Lys Ser Ala Arg Ala Lys Asn Pro Ser Lys Met Glu

55 TCC AAA ACA GGC GAA AAT CAA GAT CGT CCC GTT TTA TTG GGA GGT TGG GAA GAT
' ser Lys Thr Gly Glu Asn Gln Asp Arg Pro Val Leu Leu Gly Gly Trp Glu Asp

19%cGC GAT CCA AAG GAT GAA GAA ATC CTG GAA CTA TTG CCA AGC ATA TTG ATG AAA
37 Arg Asp Pro Lys Asp Glu Glu Ile Leu Glu Leu Leu Pro Ser Ile Leu Met Lys

163GTA AAT GAA CAA TCA AAC GAT GAA TAT CAT TTG ATG CCG ATC AAA |TTA| CTG AAG
**val Asn Glu Gln Ser Asn Asp Glu Tyr His Leu Met Pro Ile Lys Leu|Leu Lys

27GTT TCA TCT CAA GTT GTC GCT GGT GTG AAA TAC AAG ATG GAT GTG CAG GTT GCT
7* val Ser Ser Gln Val Val Ala Gly Val Lys Tyr Lys Met Asp Val Gln Val Ala

27lcGA TCG CAA TGT AAA AAA AGT TCG AAT GAA AAA GTT GAT CTA ACA AAG TGC AAA
°* Arg Ser Gln Cys Lys Lys Ser Ser Asn Glu Lys Val Asp Leu Thr Lys Cys Lys

323 AAN TTA GAA GGA CAT CCT GAA AAG GTT ATG ACT TTG GAA GTT TGG GAG AAA CCA
%°1,vs Leu Glu Gly His Pro Glu Lys Val Met Thr Leu Glu Val Trp Glu Lys Pro

*7*TGG GAG AAT TTT ATG CGC GTC GAA ATT CTG GGA ACA AAA GAA GTA
27Trp Glu Asn Phe Met Arg Val Glu Ile Leu Gly Thr Lys Glu Val

Abb. 6: Nukleotidsequenz und Aminosiduresequenz von rOvl7 und trOvl7. Die
Numerierung beginnt mit dem ersten Nukleotid bzw. mit der ersten Aminosdure von rOv17 ohne
Signalsequenz. Der Pfeil markiert den Beginn von trOv17. Eingekéstelt dargestellt ist in der
Sequenz von rOv17 die AS Leucin, an deren Stelle sich in der Sequenz von trOv17 ein Serin
befindet.
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3.1.2.2 Aminosauresequenzvergleich von rOv17, trOv17 und Onchocystatin

Mit Hilfe des HUSAR 5.0-Programms wurden die Aminosduresequenzen von rOv17 und
trOv17 mit der Sequenz des von S. Lustigman beschriebenen Onchocystatins (Lustigman et
al. 1991, 1992) verglichen. Der Aminosdureabgleich ist in Abb. 7 dargestellt. Die
Aminosduresequenz von rOv17 (ohne Signalsequenz) stimmt in allen AS mit der Sequenz des
Onchocystatins iiberein. Die Sequenz des verkiirzten trOv17 unterscheidet sich in einer AS
von der Sequenz des Onchocystatins bzw. von rOvl7. An Position 91 (Onchocystatin
Numerierung) bzw. 70 (rOv17 Numerierung) befindet sich in der Sequenz von Onchocystatin
bzw. von rOv17 ein Leucin, in der Sequenz von trOv17 ein Serin. Die Sequenzierung und der
Aminosduresequenzvergleich bestitigen, dafl es sich bei dem klonierten und exprimierten
rOv17 und trOv17 um das von S. Lustigman (1991, 1992) beschriebene Onchocystatin der

Filarie O. volvulus handelt.

10 20 30 40 50 60
Onchocystatin MLTIKDGTLLIHLLLFSVVALVQLOGAKSARAKNPSKMESKTGENQDRPVLLGGWEDRDP
rOVl7 — mmmmmmmmmm e mmem VQLQGAKSARAKNPSKMESKTGENQDRPVLLGGWEDRDP
EXOVIT e m e e e e e e e e e e - WEDRDP
k ok ok ok ok &k
70 80 90 100 110 120
Onchocystatin KDEEILELLPSILMKVNEQSNDEYHLMPIKLLKVSSQVVAGVKYKMDVQVARSQCKKSSN
rovi7 KDEEILELLPSILMKVNEQSNDEYHLMPIKLLKVSSQVVAGVKYKMDVQVARSQCKKSSN
trovi7 KDEEILELLPSILMKVNEQSNDEYHLMPIKSLKVSSQVVAGVKYKMDVQVARSQCKKSSN
*hkhkkkdkdkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkkhkhkxkkkx*k *hkhkkkkhkkkhkdkhkhhkdhhkhhdhhkhddkxkkk
130 140 150 160

onchocystatin EKVDLTKCKKLEGHPEKVMTLEVWEKPWENFMRVEILGTKEV

rovi7 EKVDLTKCKKLEGHPEKVMTLEVWEKPWENFMRVEILGTKEV

trovi7 EKVDLTKCKKLEGHPEKVMTLEVWEKPWENFMRVEILGTKEV

¥k *k kX dkdkhkdkdkdkhkddkdhkddhhkddhhhhhkhhbddhddhhdxdddx*

Abb. 7: Aminosiduresequenzvergleich von Onchocystatin, rOv17 und trOv17. Die Numerierung
bezieht sich auf die Sequenz von Onchocystatin. Sterne (*) markieren identische AS. Eingekastelt
dargestellt sind die konservierten, aktiven Bereiche, die an der Inhibition papainidhnlicher
Cysteinproteasen beteiligt sind. Grau unterlegt ist die AS, in der sich trOv17 von Onchocystatin und
rOv17 unterscheidet. Anstelle des Leucins an Position 91 von Onchocystatin bzw. 70 von rOv17
befindet sich in der Sequenz von trOv17 ein Serin.
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3.13 Funktionelle Charakterisierung von rOv17 und trOv17

3.1.3.1 Charakterisierung des inhibitorischen Potentials von rOv17 und trOv17

3.1.3.1.1 Titration der aktiven Zentren von humanem Cathepsin B, L und S

Die Titration der aktiven Zentren wurde durchgefiihrt, um die wirksame Enzymkonzentration
der Cysteinproteasen, die im Test eingesetzt werden sollten, zu bestimmen. Die Titration der
Cysteinproteasen erfolgte mit einem E64- Standard und mit Eiweillcystatin (EwC). E64 und
EwC binden die Proteasen in einem stochiometrischen Verhéltnis von 1:1. E64 bindet dabei
kovalent an den Cysteinrest im aktiven Zentrum der Protease. Die Titration mit E64 gibt daher
Auskunft iiber die katalytische Wirksamkeit der Proteasen. Die Titration mit EwC, einem
Inhibitor, der sich nichtkovalent in die Substratbindungstasche der Proteasen bindet, gibt
Auskunft {iber die Konzentration an nativen Proteasemolekiilen. Die Ergebnisse der Titration

sind in Tab. 2 dargestellt.

Tab. 2: Titrierte Konzentrationen von Papain und Cathepsin B, L und
S mit E64 und EwC.

Eo64-titrierte EwC-titrierte Verhéltnis von
Konzentration Konzentration E64 zu EwC
Papain 0,88 uM 1,5 uM 53,3%
Cathepsin B 0,12 uM n.d. —
Cathepsin L 0,46 uM 0,85 uM 54,1%
Cathepsin S 0,42 uM 0,67 uM 61,5%

Die Ergebnisse der Titration zeigen, dall der Prozentsatz an wirksamer Enzymkonzentration
bezogen auf die EwC-titrierte Gesamtkonzentration bei 50-60% liegt. Mit 50-60% ist fiir
weitere Untersuchungen eine ausreichend grole Anzahl an Proteasemolekiilen katalytisch
aktiv.

Aufgrund der Zugehorigkeit von rOv17 zu den Cystatinen, wird im weiteren Verlauf der

Arbeit nur noch mit den EwC-titrierten Cathepsin-Konzentrationen gearbeitet.
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3.1.3.1.2  Sekunddrtitration von rOv17 mit humanem Cathepsin L

Unter Verwendung der titrierten Cathepsin L-Charge wurde der Anteil an inhibitorisch
wirksamen rOv17 bestimmt. Die Auswertung ergab, dafl der Anteil aktiven Inhibitors der
verwendeten rOv17-Fraktion 34,5% betrug. Die titrierte wirksame Inhibitorkonzentration von
rOv17 wurde als Grundlage fiir die Berechnung der K;-Werte verwendet. Fiir die iibrigen
Tests im weiteren Verlauf der Arbeit, wurde die im BCA-Test ermittelte Proteinkonzentration

beibehalten.

3.1.3.1.3  Bestimmung der Ky-Werte von Cathepsin L und B

Da Cystatine fest, aber trotzdem reversibel die Substratbindungsstellen der Protease besetzen,
also kompetitive Inhibitoren sind, war die Bestimmung der Ky-Werte Voraussetzung filir die
Berechnung der Dissoziationskonstanten K;. Fiir die Bestimmung der Ky-Werte wurde die
Aktivitit der Cysteinproteasen bei verschiedenen Substratkonzentrationen bestimmt. Die
Geschwindigkeit der Reaktion wurde durch die Messung der Fluoreszenzédnderung durch die
Freisetzung des fluorogenen AMC-Produktes (P) in Abhéngigkeit von der Zeit (t) ermittelt.
Die fiir die Ky-Berechnung notwendige Extrapolation der Reaktionsgeschwindigkeit auf den
Startzeitpunkt (V) erfolgte durch die nichtlineare Regression nach der Gleichung 1. Die Ky-
Werte (Tab. 3) wurden anschlieBend durch die nichtlineare Regression der

Anfangsgeschwindigkeiten nach der Gleichung 2 berechnet.

Gleichung 1: P=VotE"'+C
P - Produktkonzentration
Vo - Anfangsgeschwindigkeit
E - Enzymkonzentration
B - MaB fiir die Kriimmung der Kurve
C - Korrekturwert fiir Abweichungen vom Startzeitpunkt
t - Zeit
Gleichung 2: V0=Vmax S() / S()"‘KM
Vinax - Maximalgeschwindigkeit
So - Anfangskonzentration des Substrates

Kum - Michaelis Menten Konstante
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Tab. 3: Ky-Werte flir Papain und Cathepsin B, L, und S. Fur die
Bestimmung der Ky-Werte wurde die Aktivitdt der Proteasen bei
verschiedenen Substratkonzentration bestimmt. Die Ky-Werte wurden
durch Doppelbestimmungen ermittelt.

Substrat Ky-Wert
Papain Z-Phe-Arg-AMC 650 uM
Cathepsin B Z-Arg-Arg-AMC 82,92 + 6,42 uM
Cathepsin L Z-Phe-Arg-AMC 1,23+ 0,13 pM
Cathepsin S Z-Val-Val-Arg-AMC 13,13+ 1,73 uM

3.1.3.1.4  Bestimmung der Dissoziationskonstanten K;

Wie bereits beschrieben, binden Cystatine Cysteinproteasen fest, aber reversibel und

konkurrieren dabei mit dem Substrat um das Enzym (Schema 1).

Schema E+ S ES E+ P
+
T E -Enzym
S - Substrat
P - Produkt
I - Inhibitor

:

I

Fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten K; wurde die Anderung der Enzymaktivitit
nach Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen an rOv17 und trOv17 als Funktion der Zeit (t)
gemessen (Abb. 9A, 10A, 11A). Durch die nichtlineare Regression nach der Gleichung 3

lassen sich aus den MeB3werten die Sekundéirdaten V;, V), und ks ermitteln.

Gleichung 3: P=V; t + [(VoVi) / Kobs (1-E ¥ Y]

Vi - Geschwindigkeit der gechemmten Reaktion
kops - Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung
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Damit hat man die Moglichkeit, die K;-Werte sowohl fiir die pre-steady-state Phase
[Ki=f(kobs), Gleichung 4, Abb. 9B, 10B, 11B], als auch fiir die steady-state Phase [Ki=f(V),
Gleichung 5, Abb. 8, 9B, 10B, 11B, 12] zu berechnen.

Gleichung 4: kobs=Kosr (1+I Km /7 K (KM+So)

Kor - Geschwindigkeitskonstante fiir der Zerfall von EI

Gleichung 5: Vi=Viax So / (Km(1+1/K)+So)

In Tab. 4 sind jeweils die Kj-Werte der nichtlinearen Regression der steady state Phase mit

dem vom Programm GraphPad Prism angegebenen Standardfehlern aufgefiihrt.

Tab. 4: Ki-Werte von rOv1l7 und trOvl7 fir Papain und Cathepsin B, L
und S. Die Bestimmung der Ki-Werte erfolgte durch die Messung der
Anderung der Proteasenaktivitat in Anwesenheitverschiedener
Konzentrationen von rOv1l7, trOvl7 und rOv33. Fir die Bestimmung der
Ki-Werte wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt.

rOv17 trOv17 rOv33
Papain 0,038+0,005 nM 14,5+0,4 nM 673+1,1 nM
Cathepsin B 494,7+154,9 nM n.d. n.d.
Cathepsin L 0,038+0,004 nM 11,5+1,3 nM n. d.
Cathepsin S 0,033+0,003 nM 29,6+3,6 nM n. d.

Die Bestimmung der K;-Werte verdeutlicht, dall rOv17 die Fahigkeit besitzt, die Aktivitit von
Cysteinproteasen der Papain-Superfamilie zu inhibieren. Die Stirke der Inhibition
unterscheidet sich dabei in Abhéngigkeit von der jeweiligen Cysteinprotease. Auch das
verkiirzte trOv17 inhibiert die Aktivitdt der Cysteinproteasen. Im Vergleich zum rOvl7,
bedingt das Fehlen des N-Terminus' von trOv17 in Abhdngigkeit von der Protease eine um
das 300-900 fache verminderte Affinitét zu den Cysteinproteasen.

Im Vergleich zu rOvl7 und trOvl7 beeinflult rOv33 die Aktivitit papaindhnlicher
Cysteinproteasen nicht, was beispielhaft fiir die Cysteinprotease Papain gezeigt wurde

(Abb.8).
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Abb. 8: Vergleich der inhibitorischen Wirksamkeit von rOv17, trOv17 und rOv33 gegeniiber
Papain. Die Messungen erfolgten bei 37°C. Als fluorogenes Substrat wurden Z-Phe-Arg-AMC in
einer Konzentration von 25 uM eingesetzt. Dargestellt ist die normierte Geschwindigkeit der
Produktbildung im steady state, die aus der nichtlinearen Regression der Sekundirdaten ermittelt
wurde (Gleichung 5), als Funktion der Konzentration von rOv17, trOv17 und rOv33. Zur Normierung
dienten entweder die Anfangsgeschwindigkeiten Vo (rOv17) oder die Kontrollmessungen ohne

rekombinantes Protein (trOv17, rOv33).
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Abb. 9: Inhibition von Cathepsin B durch rOv17. A: Primérplot: Die Aktivitdt von Cathepsin B
wurde fluorimetrisch in Anwesenheit verschiedener rOv17 Konzentrationen bestimmt. Die
Messungen erfolgten bei 37°C. Als fluorogenes Substrat wurden Z-Arg-Arg-AMC in einer
Konzentration von 40 uM eingesetzt. Dargestellt ist die gemessene Produktbildung in
Fluoreszenzeinheiten [FE] in Abhédngigkeit von der Zeit, zusammen mit den jeweils durch
nichtlineare Regression ermittelten Kurvenverldufen nach Gleichung 3 zur Bestimmung der
Sekundirdaten V;, Vo und K, B: Sekundarplot. Dargestellt ist die normierte steady state
Geschwindigkeit der Produktbildung, die aus der nichtlinearen Regression der Sekundirdaten
ermittelt wurde (Gleichung 5), in Abhédngigkeit von der rOv17 Konzentration. Zur Normierung der

Geschwindigkeit diente die Geschwindigkeit der Kontrollmessungen ohne Inhibitor.
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Abb. 10: Inhibition von humanem Cathepsin L durch rOv17. A: Primérplot. Die Aktivitidt von
Cathepsin L wurde fluorimetrisch in Anwesenheit verschiedener rOv17 Konzentrationen (wie
angegeben) bestimmt. Die Messungen erfolgten bei 37°C. Als fluorogenes Substrat wurden Z-Phe-
Arg-AMC in einer Konzentration von 5 uM eingesetzt. Dargestellt ist die gemessene Produktbildung
in Fluoreszenzeinheiten [FE] in Abhéngigkeit von der Zeit, zusammen mit den jeweils durch
nichtlineare Regression ermittelten Kurvenverldufen nach Gleichung 3 zur Bestimmung der
Sekundirdaten V;, V, und K. B: Sekundérplot. Dargestellt ist das Ergebnis der lineraren und
nichtlinearen Regression der Sekundirdaten zur Ermittlung des Ki-Wertes. Y1 (blau): Normierte
steady state Geschwindigkeit der Produktbildung in Abhéngigkeit von der rOv17-Konzentration
(Gleichung 5). Zur Normierung diente die Anfangsgeschwindigkeit V. Y2 (rot): pre steady state
Geschwindigkeitskonstante (K,s) in Abhingigkeit von der rOv17-Konzentration (Gleichung 4).
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Abb. 11: Inhibition von humanem Cathepsin S durch rOv17. A: Primérplot. Die Aktivitdt von
Cathepsin S wurde fluorimetrisch in Anwesenheit verschiedener rOv17 Konzentrationen (wie
angegeben) bestimmt. Die Messungen erfolgten bei 37°C. Als fluorogenes Substrat wurden Z-Val-
Val-Arg-AMC in einer Konzentration von 40 uM eingesetzt. Dargestellt ist die gemessene
Produktbildung in Fluoreszenzeinheiten [FE] in Abhdngigkeit von der Zeit, zusammen mit den jeweils
durch nichtlineare Regression ermittelten Kurvenverldufen nach Gleichung 3 zur Bestimmung der
Sekunddrdaten V;, V, und K. B: Sekundirplot. Dargestellt ist das Ergebnis der lineraren und
nichtlinearen Regression der Sekunddrdaten zur Ermittlung des Ki-Wertes. Y1 (blau): Normierte
steady state Geschwindigkeit der Produktbildung in Abhéngigkeit von der rOv17-Konzentration
(Gleichung 5). Zur Normierung diente die Anfangsgeschwindigkeit Vy. Y2 (rot): pre steady state
Geschwindigkeitskonstante (K,,) in Abhédngigkeit von der rOv17-Konzentration (Gleichung 4).



Ergebnisse 28

1.0

L ( ]

rOv33
0.8+

0.6

Vi (normiert)

0.4

0.2

trOv17

0 O_M rOv17

0 20 40 60 80 100
rOv1 7/ trOv1 7/ tOV33 [nM]

Abb. 12: Vergleich der inhibitorischen Wirksamkeit von rOv17, trOv17 und rOv33 gegeniiber
Papain. Die Messungen erfolgten bei 37°C. Als fluorogenes Substrat wurden Z-Phe-Arg-AMC in
einer Konzentration von 25 uM eingesetzt. Dargestellt ist die normierte Geschwindigkeit der
Produktbildung im steady state, die aus der nichtlinearen Regression der Sekundirdaten ermittelt
wurde (Gleichung 5) als Funktion der Konzentration von rOv17, trOv17 und rOv33. Zur Normierung
dienten entweder die Anfangsgeschwindigkeiten V, (rOv17) oder die Kontrollmessungen ohne

rekombinantes Protein (trOv17, rOv33).
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3.14 Quantifizierung des LPS-Gehaltes der rekombinant hergestellten O. volvulus

Proteine

LPS ist Grundbaustein der Bakterienzellwand gramnegativer Bakterien und wirkt bereits im
pg-Bereich immunmodulatorisch. Aufgrund der prokaryotischen Expression der Proteine
enthalten die aufgereinigten Fraktionen LPS. Um einen moglichen EinfluB3 von LPS in den
durchzufiihrenden Test quantifizieren zu kdnnen, wurde der LPS-Gehalt der Proteinfraktionen
von rOv17, trOv17 und rOv33 mittels eines Limulus Amoebozytenlysat-Tests bestimmt (Tab.
5). Zusitzlich wurde nach Einsatz verschiedener Konzentrationen von rOv17, trOv17 und
rOv33 im Zelltest, die dadurch verursachte LPS-Kontamination durch die Messung der LPS-

Konzentration in den entsprechenden Zellkulturiiberstinden bestimmt (Tab. 5).

Tab. 5: LPS-Gehalt der aufgereinigten Proteinfraktionen wund LPS-
Konzentration im Zellkulturiberstand nach Einsatz verschiedener
Konzentrationen von rOvl7, trOvl7 und rOv33.

rOv17 trOv17 rOv33
Proteinfraktion 0,05 - 0,1 ng/ml 3 -4 ng/ml 1 —2 ng/ml
LPS-Konzentration im Kulturiiberstand
mit 0,01 pM rOv17, trOv17, rOv33 0,04 -0,13 pg/ml 3~ 4 pg/ml 1,5 =3 pg/ml
LPS-Konzentration im Kulturiiberstand
mit 0,5 M rOv17, rOv17, rOv33 2,0 —6,5 pg/ml 150 — 200 pg/ml 75 — 150 pg/ml
3.2 Bestimmung der Konzentration von Onchocystatin im Kulturiiberstand von

O. volvulus Weibchen

Die Konzentration von Onchocystatin im Kulturiiberstand weiblicher Wiirmer wurde
bestimmt, um die Ausscheidung von Onchocystatin in vivo beurteilen zu konnen. Der 24 h
Kulturiiberstand von 5 weiblichen O. volvulus Wiirmern wurde uns freundlicherweise von Dr.
N. Brattig (Bernhard-Nocht Institut Hamburg) zur Verfiigung gestellt. Die Konzentration von
Onchocystatin wurde mittels ELISA bestimmt. In den 24 h-Kulturiiberstinden wurde pro

Weibchen eine Konzentration von 20-40 ng Onchocystatin bestimmit.
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33 Charakterisierung der immunmodulierenden Wirkung der rekombinanten

O. volvulus Cystatine

3.3.1 Einflufl von rOv17 und trOv17 auf die antigenspezifische Proliferation

3.3.1.1 Einflul von rOvl17 und trOvl7 auf die PPD-stimulierte Proliferation
humaner PBMC

Mit Hilfe der PPD-stimulierten Proliferation sollte untersucht werden, ob rOv17, ein
rekombinant hergestellter, aktiver Cysteinproteasen-Inhibitor der humanpathogenen Filarie O.
volvulus, die Fiahigkeit besitzt, den Verlauf einer antigenspezifischen Immunantwort zu
beeinflussen. Um zu untersuchen, ob die Eigenschaft als Cysteinproteasen-Inhibitor in diesem
Zusammenhang von Bedeutung ist, wurde vergleichend zum rOv17 der EinfluB3 einer
verkiirzten und dadurch inhibitorisch weniger aktiven, rekombinant hergestellten Variante des
Cysteinproteasen-Inhibitors (trOv17) auf die PPD-spezifische Proliferation charakterisiert.
Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abb. 13 dargestellt. rOv17 und trOv17 inhibieren
die PPD-stimulierte Proliferation von humanen T-Zellen gleicherma3en um durchschnittlich
45%. Im Vergleich dazu hat das Kontrollprotein rOv33 keinen Einflul auf die PPD-

stimulierte Proliferation.

A B C
Medium Medium Medium
PPD PPD PPD
PPD+rOv17 PPD+rOv17 PPD+rOv17
PPD+trOv17 PPD+trOv17 PPD+trOv17
PPD+rOv33 PPD+rOv33 PPD+rOv33
' 10000 cpm 20000 o 10(')00 cpm 20000 (') 10(')00 cpm 20000
T-Zell-Proliferation T-Zell-Proliferation T-Zell-Proliferation

Abb. 13: Inhibition der PPD-spezifischen T-Zell-Proliferation durch rOv17 und trOv17. PBMC
von 3 Spendern wurden mit 10 IE/ml PPD stimuliert und jeweils in Dreieransitzen mit 0,5 uM rOv17,
trOv17 und rOv33 fiir 90 h inkubiert. Die Proliferation der Zellen wurde durch den Einbau von 3H-
Thymidin in die DNA wéhrend der letzten 20 h der Inkubation quantifiziert. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Proliferation [cpm] % Standardabweichung von 3 unabhingig voneinander

durchgefiihrten Tests (A-C) mit 3 Spendern.
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3.3.1.2 EinfluB von rOv17 und trOv17 auf die O. volvulus-antigenspezifische

Proliferation von Milzzellen immunisierter BALB/c Miuse

Der EinfluB von 1rOvl7 wund trOvl7 wurde auch auf den Verlauf der
filarienantigenspezifischen Immunantwort charakterisiert. Hierfiir wurden BALB/c Méuse mit
O. volvulus-Antigengesamtextrakt (OvAg) immunisiert und der EinfluB von rOv17 und
trOv17 auf die Milzzellenproliferation nach Restimulation mit OvAg untersucht (Abb. 14).
Die Proliferation OvAg-stimulierter Milzzellen wird durch rOv17 im Durchschnitt um 90%
und durch trOv17 um 28% gehemmt. Das Kontrollprotein rOv33 supprimiert die Proliferation

mit durchschnittlich 5% nur gering.

A B

Medium Medium
OvAg OvAg
OvAg+rOv17 OvAg+rOv17
OvAg+trOv17 OvAg+trOv17
OvAg+rOv33 OvAg+rOv33
0 10000 20000 30000 40000 0 10000 20000 30000 40000
cpm cpm

Abb. 14: Inhibition der OvAg-spezifischen Proliferation durch rOv17 und trOv17. Milzzellen
OvAg immunisierter BALB/c Miuse wurden in vitro mit 10 ug/ml OvAg restimuliert und mit 0,5 uM
rOv17, trOv17 und rOv33 fur 90 h inkubiert. Die Proliferation wurde durch den Einbau von 3H-
Thymidin in die DNA der proliferierenden Zellen in den letzten 20 h der Inkubation quantifiziert.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Proliferation [cpm] + Standardabweichung, die aus den dreifach
bestimmten Proliferationswerten berechnet wurden. Der Einfluf von rOv17 und trOv17 auf die
OvAg-spezifische Proliferation wurde in 2 unabhéngig voneinander durchgefiihrten Tests (A und B)

untersucht. Pro Test wurden die Milzzellen von 3 Méusen prépariert.
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3.3.2 Einflul von EwC und E64 auf die PPD-stimulierte Proliferation humaner
PBMC

Um zu tberpriifen, ob die immunmodulierende Wirkung eine allgemeine Eigenschaft von
Cysteinproteasen-Inhibitoren ist, wurde der EinfluB von zwei weiteren Cysteinproteasen-
Inhibitoren auf die PPD-stimulierte T-Zell-Proliferation getestet. Untersucht wurde EwC, ein
Vertreter der Typ 2-Cysteinproteasen-Inhibitoren und E64, ein irreversibler Cysteinproteasen-
Inhibitor. In den Studien wurde ein E64-Derivat (E64d) eingesetzt, welches aufgrund seiner
Modifizierung membrangéngig ist. EwWC und E64 induzieren im Vergleich zum rOv17 bei
einer Konzentration von 0,5 uM keine Inhibition der PPD-stimulierten T-Zell-Proliferation

(Abb. 15).

A B
Medium Medium
PPD PPD
PPD+rOv17 PPD+rOv17
PPD+EwC PPD+EwC
PPD+E64 PPD+E64
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(I) 1 O(I)OO ZO(I)OO 30000 (I) 1 O(IJOO 20000
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Abb. 15: PPD-stimulierte T-Zell-Proliferation in Anwesenheit von EwC und E64. Humane
PBMC wurden in vitro mit 10 IE/ml stimuliert und mit 0,5 uM EwC und E64 fiir 90 h inkubiert. Die
Proliferation der Zellen wurde durch den Einbau von 3H-Thymidin in die DNA wéhrend der letzten
20 h der Inkubation bestimmt. Die Proben wurden in Dreieransitzen getestet, aus denen die
Mittelwerte der Proliferation [cpm] und die Standardabweichungen berechnet wurden. Dargestellt

sind 2 unabhéngig voneinander durchgefiihrte Versuche (A und B) mit jeweils 1 Spender.
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3.33 EinfluB der rekombinanten O. volvulus Cystatine auf die polyklonal-

stimulierte Proliferation von humanen PBMC

3.3.3.1 Einflufl von rOv17 und trOv17 auf die PHA-stimulierte Proliferation von
humanen PBMC

Um zu untersuchen, ob rOv17 und trOv17 auch unabhédngig von der Antigenprisentation die
Proliferation von T-Zellen beeinflussen konnen, wurde die Proliferation von PHA-
stimulierten PBMC in Anwesenheit von rOv17 und trOv17 charakterisiert. Hierfiir wurde
zundchst durch den Einsatz von verschiedenen Konzentrationen von rOv17 und rOv33 eine
mogliche Konzentrationsabhingigkeit analysiert. rOv17 inhibiert die PHA-stimulierte
Proliferation in Abhidngigkeit von der Konzentration um 12-42% (Abb. 16). Bei einer
Konzentration von 0,1 uM supprimiert rOv17 die Proliferation durchschnittlich um 12%, bei
0,25 uM um 30% und bei 0,5 pM um 42%. Das Kontrollprotein, rOv33 hat keinen
inhibitorischen EinfluB3 auf die Proliferation der PBMC (Abb. 16).
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8 S
+ 0,25 uM I 025uM
! <
= 05uM £ 05uM
501 pM B 01uM
2 @
+ 0,25uM 5 025 uM
< <
£ 05uM = 0,5uM
0 5000 10000 15000 20000 0 10000 20000 30000 40000
cpm cpm

Abb. 16: Konzentrationsabhingige Inhibition der PHA-stimulierten Proliferation durch rOv17.
Humane PBMC wurden mit verschiedenen Konzentrationen von rOvl7 fiir 72 h inkubiert. Die
Quantifizierung der Proliferation erfolgte durch die Messung der Radioaktivitdt der Zellen nach dem
Einbau von 3H-Thymidin in die DNA wéahrend der letzten 20 h der Inkubation. Die rekombinanten
Proteine und die Kontrollen wurden in Dreieransdtzen getestet, aus denen der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet wurden. Dargestellt sind 2 unabhéngig voneinander durchgefiihrte

Tests (A und B) mit jeweils 1 Spender.
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Der inhibitorische Effekt von rOv17 auf die PHA-stimulierte Proliferation wurde mit
humanen PBMC von 10 weiteren Spendern getestet. Dabei wurde rOv17 in einer
Konzentration von 0,5 pM eingesetzt, da diese Konzentration im Vortest eine deutliche
Inhibition induzierte. Desweiteren wurde vergleichend zum rOv17 der Einflu3 des verkiirzten
trOv17 untersucht. tOv17 inhibiert die PHA-stimulierte Proliferation durchschnittlich um
40% (p<0,0001), das verkiirzte trOv17 um 32% (p<0,0001) und das Kontrollprotein rOv33
supprimiert die Proliferation um 16% (p<0,0001) (Abb. 17). Wéhlt man rOv33 als
BezugsgroBe fiir die Berechnung der Signifikanz, hemmen rOv17 und trOv17 auch dann die

Proliferation statistisch signifikant (p<0,0001).
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Abb. 17: Inhibition der PHA-stimulierten Proliferation humaner PBMC durch rOv17 und
trOv17. PBMC von 10 Spendern wurden mit PHA stimuliert und mit 0,5 uM rOv17, trOv17 und
rOv33 fir 72 h inkubiert. Dargestellt sind die Proliferationswerte in [%] in Bezug auf die PHA-

Kontrolle. Die Mittelwerte der Proliferation der 10 Spender sind durch Querstriche dargestellt.
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3.3.3.2 Proliferation von PHA-stimulierten PBMC in Anwesenheit von rOv17 und

einem anti-rOv17 Kaninchenserum

Um zu {berpriifen, ob die Inhibition der PHA-stimulierten Proliferation ein rOvl17-
spezifischer Effekt ist, wurde untersucht, ob ein anti-rOvl7 Kaninchenserum den
inhibitorischen Effekt von rOv17 auf die PHA-stimulierte Proliferation neutralisiert. Hierfiir
wurden PHA-stimulierte PBMC mit rOv17 und anti-rOv17 Kaninchenserum koinkubiert. Der
Einsatz des anti-rOv17 Kaninchenserum hebt die durch rOvl7-induzierte Inhibition der
Proliferation auf (Abb.18). Im Vergleich dazu, hat das Kontrollserum, ein anti-Eimerien-

Kaninchenserum, keinen Einflufl auf die durch rOv17-induzierte verminderte Proliferation.

A B
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PHA +rOv17 PHA+rOv17

PHA+rOv17
+
+anti rOv17Serum +anti fé{//%gce)r‘;lnz
PHA+rOv17 PHA+rOv17
+Kontrollserum +Kontrollserum
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Abb. 18: Neutralisation der durch rOv17 induzierten verminderten PHA-stimulierten
Proliferation durch den Einsatz eines anti-rOv17 Kaninchenserums. PHA-stimulierte PBMC
wurden mit 0,5 uM rOvl7 und dem anti-rOvl7 Kaninchenserum fiir 72 h inkubiert. Als
Kontrollserum wurde ein anti-Eimerien-Kaninchenserum verwendet. Die Proliferation der Zellen
wurde durch den Einbau von 3H-Thymidin in die DNA wéhrend der letzten 20 h der Inkubation
quantifiziert. Dargestellt sind die Mittelwerte der Proliferation [cpm] £+ Standardabweichung, die aus
den durchgefiihrten Dreifachbestimmungen berechnet wurden. Dargestellt ist das Ergebnis von 2

unabhingig voneinander durchgefiihrten Test (A und B) mit 2 Spendern.
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3.3.3.3 Einflufl von rOv17 und trOv17 auf die anti-CD3 Ak-stimulierte Proliferation
humaner PBMC

Mit der Stimulation von humanen PBMC durch immobilisierte anti-CD3 Ak sollte iiberpriift
werden, ob rOv17 und trOv17 die polyklonal-stimulierte Proliferation unabhidngig vom
verwendeten T-Zell-Stimulus inhibieren. rOv17 supprimiert die durch immobilisierte anti-
CD3 Ak-stimulierte Proliferation durchschnittlich um 41,9% (p=0,002), trOv17 um 32,1%
(p=0,002) und rOv33 um 16% (p=0,004) (Abb.19). Auch in Bezug zum Kontrollprotein
rOv33 ist die Inhibition von rOv17 und trOv17 statistisch signifikant (p=0,02).
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Abb. 19: Inhibition der anti-CD3 Ak-stimulierten Proliferation durch rOv17 und trOv17.
PBMC wurden mit immobilisierten anti-CD3 Ak stimuliert und mit 0,5 pM rOv17, trOv17 und rOv33
fiir 72 h inkubiert. Die Kontrollen und rekombinanten Proteine wurden in Dreieransétzen getestet. Die
Proliferationswerte sind in [%] im Vergleich zur anti-CD3 Kontrolle dargestellt. Die Mittelwerte sind

durch Querstriche dargestellt.
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3.34 Bestimmung der Zielzelle(n) von rOv17

3.34.1 Charakterisierung der Bindung und Aufnahme von rOv17 und trOv17

durch Immunzellen

Ziel war es, mit Hilfe einer Fluoreszenzfarbstoffmarkierung (Fluos) von rOv17, trOv17 und
rOv33, mogliche Zielzellen von rOv17 mittels FACS-Analyse zu bestimmen. Hierfiir wurden
die Fluos-markierten Proteine mit RPMI-verdiinntem Blut inkubiert und anschlieBend die
Bindung von rOvl7, trOvl7 und rOv33 im DurchfluBzytometer analysiert. Die
Zellpopulationen wurden durch ihr unterschiedliches Lichtstreuungsverhalten (forward
scatter, side scatter) und Monozyten zusitzlich durch eine Markierung mit PE-Cy5-markierten
anti-CD14 Ak identifiziert. Die Ergebnisse des Bindungsverhalten der rekombinanten
Proteine sind in Abb. 20A-C dargestellt. Alle getesteten rekombinanten Proteine interagieren
mit Granulozyten (Abb. 20A) und Monozyten (Abb. 20B), wobei die Interaktion der Proteine
mit Monozyten im Vergleich zu den Granulozyten stirker ausgeprigt ist. Lymphozyten
bleiben nach einer Inkubation von 2 h bei 37°C von rOv17, trOv17 und rOv33 unbeeinflufit
(Abb. 20C).

Die Gesamtfluoreszenz gibt den Anteil an oberflichlich gebundenem und intrazelluldrem
Fluos-markiertem Protein wieder. Um den Anteil an aufgenommenen Protein durch die
Granulozyten und Monozyten beurteilen zu kénnen, wurde die Oberfldchenfluoreszenz der
Zellen mit einem Quenching-Reagenz neutralisiert und anschlieBend die verbleibende,
intrazelluldre Fluoreszenz der Proben gemessen. rOv17, trOv17 und rOv33 werden in
geringem MafBe von Granulozyten, stirker jedoch von Monozyten aufgenommen

(Abb.20A,B).
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Abb. 20: Bindung und Aufnahme von Fluos-rOv17, Fluos-trOv17 und Fluos-rOv33 durch

Granulozyten und Monozyten. A: Granulozyten. B: Monozyten. C: Lymphozyten. RPMI-
verdiinntes Blut wurde mit 0,25 uM Fluos-rOv17, Fluos-trOv17 oder Fluos-rOv33 fiir 2 h bei 37°C

inkubiert. Nach Aufbereitung der Zellen wurde die Bindung und Aufnahme der Fluos-markierten

Proteine im DurchfluBzytometer ausgewertet. Dargestellt ist der Mittelwert der mittleren

Fluoreszenzintensitit = Standardabweichung. Das Bindungsverhalten von rOv17, trOv17 und rOv33

wurde mit PBMC von 5 Spendern in 3 unabhidngig voneinander durchgefiihrten Versuchen

charakterisiert.
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3.34.2 Einflul von rOvl7 und trOv17 auf die PHA-stimulierte Proliferation
humaner, Monozyten-depletierter PBMC

Die Untersuchungen mit humanen, Monozyten-depletierten PBMC wurden durchgefiihrt, um
zu analysieren, ob die durch rOv17 und trOv17 induzierte verminderte Proliferation, durch die
Modulation von Monozytenfunktionen verursacht wird. Monozyten und Granulozyten sind
CD14"-Zellen, eine Eigenschaft, die bei der Separierung dieser Zellpopulationen ausgenutzt
wird. Da durch die PBMC-Aufreinigung mittels Dichtegradientenzentrifugation keine
Granulozyten mehr in der PBMC-Fraktion enthalten sein sollten, wurden durch die Depletion
von CD14"-Zellen v. a. Monozyten aus der PBMC-Fraktion entfernt. Die CD14"-depletierten
PBMC-Fraktionen, die fiir die Proliferationsstudien verwendet wurden, enthielten nach der
CD14"-Depletion noch 1-2% CD14"-Zellen.

Zur Uberpriifung des Erfolges der CD14"-Depletion wurde die Eigenschaft von Monozyten
ausgenutzt, bereits 6 h nach einer LPS-Stimulation, TNF-o. zu produzieren. Die CD14'-
depletierten PBMC-Fraktionen wurden mit 5 ng LPS stimuliert und die TNF-o Produktion
nach 6 h Inkubation im Uberstand gemessen. Die TNF-o. Produktion der CD14 - depletierten
PBMC der 4 getesteten Spender betrug 80 pg/ml, 200pg, 43 pg/ml und 48 pg/ml im Vergleich
zu einer TNF-o Produktion der entsprechenden gesamten PBMC-Fraktion von 2583 pg/ml,
3267 pg/ml, 1750 pg/ml, 1630 pg/ml. Die Messung der TNF-o Produktion bestétigte, da3 in
den CD14"- depletierten Zellfraktionen die Monozytenfraktion wirkungsvoll reduziert wurde.
Die Proliferation der CD14+-depletierten Zellen wurde sowohl mit PHA (Abb. 21 A, C, E, G),
als auch mit anti-CD3 Ak / anti-CD28 Ak (Daten nicht gezeigt) stimuliert. rOv17 und trOv17
haben in beiden Fillen keinen Einflu auf die Proliferation. Die Proliferationsstudien mit
CD14 -depletierten Zellen zeigen, daB in Abwesenheit von Monozyten, rOv17 keine
Inhibition der polyklonal-stimulierten Proliferation induziert. Gleiches gilt fiir trOv17.
Vergleichend zur PHA-stimulierten Proliferation der CD14 -depletierten PBMC sind die
Ergebnisse der PHA-stimulierten Proliferation der entsprechenden gesamten PBMC-Fraktion
dargestellt (Abb. 21 B, D, F, H). Die PHA-stimulierte Proliferation der gesamten PBMC-
Fraktion wird durch rOv17 und trOv17 um durchschnittlich 44% und 40% inhibiert.
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Abb. 21: Einflul von rOv17 und trOv17 auf die PHA-stimulierte Proliferation von PBMC mit
und ohne Depletion von Monozyten. Humane PBMC von 4 Spendern mit und ohne Monozyten
wurden mit PHA stimuliert und mit 0,5 uM rOv17, trOv17 oder rOv33 fiir 72 h inkubiert. A, C, E, G:
PHA-Stimulation von Monozyten-depletierten PBMC. B, D, F, H: PHA-Stimulation der gesamten
PBMC-Fraktion. Dargestellt sind die Mittelwerte der Proliferation [cpm] £ Standardabweichung, die

aus den Dreifachbestimmungen berechnet wurden.
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3.3.5 Zytokinproduktion von humanen PBMC in Anwesenheit der rekombinanten

O. volvulus Cystatine

3.3.5.1 Einflufl von rOv17 und trOv17 auf die Zytokinproduktion unstimulierter
humaner PBMC

Die Untersuchungen hatten zum Ziel, das immunmodulatorische Potential von rOv17 und
trOv17 auf die Zytokinproduktion unstimulierter humaner PBMC zu charakterisieren. Da die
Proliferationsstudien mit Monozyten-depletierten PBMC gezeigt haben, dal rOv17 seine
immunmodulierenden Wirkung iiber die Modulation von Monozytenfunktionen vermittelt,
wurde in diesem Versuch der Einflufl von rOv17 und trOv17 auf Zytokine untersucht, die von
Monozyten gebildet werden und im Verlauf einer Immunantwort aktivierende oder
deaktivierende Funktionen besitzen. Bestimmt wurde die TNF-o, IL-10 und IL-12p40
Produktion.

Fiir die Bestimmung von TNF-o wurde der 6 h Kulturiiberstand verwendet. rOv17 und trOv17
bedingen eine statistisch signifikant erhohte TNF-oo Produktion (p<0,001) (Abb. 22A). Das
verkiirzte trOv17 induziert dabei eine stirkere TNF-o Produktion als rOv17. Das
Kontrollprotein rOv33 verursacht ebenfalls eine verstirkte TNF-o Bildung (p<0,001), wobei
diese jedoch im Vergleich zum rOv17 und trOv17 um das 6-7 fache geringer ist.

Fiir die Bestimmung von IL-10 wurde der 48 h Kulturiiberstand verwendet. rOv17 und trOv17
stimulieren PBMC zu einer statistisch signifikant erhhten IL-10 Produktion (p= p<0,001)
(Abb. 22B), wobei das verkiirzte trOv17 im Vergleich zum rOv17 wiederum einen stirkeren
stimulierenden Effekt besitzt. Das Kontrollprotein rOv33 induziert eine geringfiigig erhohte
IL-10 Produktion von unstimulierten humanen PBMC (p=0,008).

rOv17 und trOv17 induzieren bereits nach 24 h eine verstédrkte IL-10 Produktion (Daten nicht
gezeigt).

Fir die Bestimmung der IL-12p40 Produktion wurde ebenfalls der 48 h Kulturiiberstand
verwendet. Im Vergleich zur Mediumkontrolle ist in Anwesenheit von rOv17, trOv17 und
rOv33 die IL-12p40 Produktion unstimulierter PBMC statistisch signifikant erhoht (p=0,003)
(Abb. 22C).
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Abb. 22: Stimulation der TNF-o, IL-10 und IL-12 Produktion von unstimulierten humanen

PBMC durch rOv17 und trOv17. PBMC von 6-8 Spendern wurden mit 0,5 uM rOv17, trOv17 und
rOv33 fiir 6 h (TNF-a) oder 48 h (IL-10, IL-12p40) inkubiert. Die Medianwerte der gemessenen
Zytokinkonzentrationen sind als Querstriche dargestellt. A: TNF-o Produktion. B: IL-10 Produktion.

C: IL-12p40 Produktion.
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3.3.5.2 Einflu von rOv17 und trOv17 auf die Zytokinproduktion von stimulierten
humanen PBMC

Die Untersuchungen hatten zum Ziel, vergleichend zur Zytokinproduktion von unstimulierten
PBMC, den EinfluB von rOv17 und trOv17 auf die Zytokinproduktion von polyklonal-
stimulierten PBMC zu untersuchen. Bestimmt wurde der Einflul von rOv17 und trOv17 auf
die Bildung von IL-2, IL-4, IL-10, IL-12p40, IFN-y und TGF-B. Die Messung von IL-2 und
IL-4 war aufgrund technischer Mingel der verwendeten ELISA nicht moglich. Auch die
Bewertung der gemessenen TGF-B Konzentrationen war aufgrund von Mingeln des
verwendeten ELISA nicht eindeutig moglich. Die Ergebnisse fiir die IL-10-, IL-12p40- und
IFN-y Produktion sind in Abb. 23 dargestellt. In Anwesenheit von rOv17 und trOv17 ist die
Produktion von IL-10 statistisch signifikant erhoht (p=0,002), wobei trOv17 wiederum eine
starkere modulierende Wirkung besitzt (Abb. 23A). Das Kontrollprotein rOv33 induziert
ebenfalls eine statistisch signifikant erhohte Bildung von IL-10 (p=0,005), die im Vergleich
zum rOv17 und trOv17 weniger potent ist (Abb. 23A).

Die Bildung von IL-12p40 ist durch rOv17 und trOv17 statistisch signifikant vermindert
(p=0,025) (Abb. 23B). Das Kontrollprotein rOv33 beeinflullt im Vergleich dazu die IL-12p40
Bildung stimulierter PBMC nicht.

Die Bildung von IFN-y ist durch rOv17 nicht statistisch signifikant verdndert (Abb. 23C). Im
Gegensatz dazu induziert das verkiirzte trOv17 eine statistisch signifikant verminderte IFN-y
Produktion (p=0,023) (Abb. 23 C). Das Kontrollprotein rOv33 beeinflullt die Bildung von
IFN-y nicht.
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Abb. 23: Einflul von rOv17 und trOv17 auf die Zytokinproduktion stimulierter humaner
PBMC. PBMC von 10 Spendern wurden mit immobilisierten anti-CD3 Ak stimuliert und mit 0,5 uM
rOvl7, trOvl7 und 1rOv33 fiir 48 h inkubiert. Die Medianwerte der gemessenen
Zytokinkonzentrationen sind als Querstriche dargestellt. A: IL-10 Produktion. B: IL-12p40
Produktion. C: IFN-y Produktion.
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3.3.6 Einflul der rekombinanten O. volvulus Cystatine auf die Expression von

Oberflichenmolekiilen humaner Monozyten

3.3.6.1 Einflufl von rOv17 und trOv17 auf die HLA-DR-Expression

Die Untersuchung der Expression von HLA-DR auf humanen Monozyten sollte zeigen, ob
rOv17 und trOv17 die Funktion dieser Zellen, Antigen zu prisentieren, beeinflussen. Die
Inkubation von humanen PBMC mit verschiedenen Konzentrationen von rOv17, trOv17 und
rOv33 fiihrt zu einer verminderten HLA-DR-Expression durch rOv17 und gleichermallen
durch trOv17 (Abb. 24). rOv17 und trOv17 induzieren dabei bereits bei einer Konzentration
von 10 nM eine Inhibition der Expression von HLA-DR um 70% bis 80%, wobei mit
zunehmender Konzentration keine weitere Suppression der HLA-DR-Expression erzielt
werden konnte Das Kontrollprotein rOv33 hat bei einer Konzentration von 10 nM, 50 nM und
100 nM keinen EinfluB3 auf die HLA-DR-Expression, bei einer Konzentration von 0,5 uM
vermindert rOv33 die Expression von HLA-DR um 15% bis 40%.
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Abb. 24: Inhibition der HLA-DR-Expression von humanen Monozyten durch rOv17 und
trOv17. Humane PBMC wurden mit verschiedenen Konzentrationen von rOv17, trOv17 und rOv33
fiir 72 h inkubiert und die HLA-DR-Expression mittels FACS-Analyse bestimmt. Monozyten wurden
durch PE-Cy5-markierte anti-CD14 Ak identifiziert und deren HLA-DR-Expression durch PE-
markierte anti-HLA-DR Ak quantifiziert. Dargestellt ist die prozentuale HLA-DR-Expression der mit
rOv17, trOvl7 und rOv33 inkubierten Monozyten im Vergleich zu den Kontrollansdtzen ohne
rekombinante Proteine. 100% HLA-DR-Expression entsprechen einer mittleren Fluoreszenzintensitét

von 2000-3000. Getestet wurden 2 Spender in 2 unabhingig voneinander durchgefiihrten Tests (A ,B).
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3.3.6.2 Einflul von rOv17 und trOv17 auf die Expression kostimulatorischer
Molekiile

Ziel dieser Untersuchungen war es, zu analysieren, ob rOv17 und trOv17 die Expression
kostimulatorischer Molekiile, die wichtige Funktionen bei der Vermittlung einer
antigenspezifisch-stimulierten Proliferation besitzen, beeinflussen. Getestet wurden die
Expression von CD40, CD80 und CD86. (Abb. 25 A-F).

Die Expression von CD40 und CD80 auf unstimulierten humanen Monozyten ist gering.
Dennoch wurde ein moglicher Einflu von rOv17, trOv17 und rOv33 auf die Expression
dieser kostimulatorischen Molekiile untersucht. Die Ergebnisse fiir die CD40-Expression sind
in Abb. 25A und D dargestellt. rOv17 und trOv17 vermindern die CD40-Expression, wobei
im ersten Versuch eine Suppression von 40% (Abb. 25A) und im zweiten Versuch eine
Suppression von 20% (Abb. 25D) induziert wurde. Das Kontrollprotein rOv33 induziert im
Gegensatz zu rOv17 und trOv17 eine verstirkte CD40-Expression.

Die Expression von CD80 auf humanen Monozyten wird von rOv1l7 und trOv17 nur
unwesentlich beeinflufit. rOv17 und trOv17 vermindern die CD80-Expression um 10-20%
(Abb. 25B und E). Das Kontollprotein rOv33 wiederum bedingt eine verstirkte Expression
von CD&0.

Die Expression des kostimulatorischen Molekiils CD86 wird durch rOv17 und trOv17
vermindert (Abb. 25C und F). Dabei induzieren rOv17 und trOv17 bereits bei einer
Konzentration von 10 nM eine Inhibition von 40%-50%, hohere Konzentrationen fiihren nur
in einem Falle zu einer weiteren Suppression der CD86-Expression (Abb. 25C). Das

Kontrollprotein rOv33 beeinflufit die CD86-Expression nicht.
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Abb. 25: Modulation der Expression von CD40, CD80 und CD86 durch rOv17 und trOv17.
Humane PBMC wurden mit verschiedenen Konzentrationen von rOv17, trOv17 und rOv33 fiir 72 h
inkubiert. Die Expression der kostimulatorischen Molekiile wurde mittels FACS-Analyse bestimmt.
Monozyten wurden dabei durch PE-Cy5-markierte anti-CD14 Ak identifiziert und die Expression der
kostimulatorischen Molekiile durch FITC-markierte anti-CD40 Ak oder anti-CD80 Ak und durch PE-
markierte CD86 Ak quantifiziert. Dargestellt ist die prozentuale Expression von CD40, CD80 und
CD86 der mit rOvl7, trOvl7 und rOv33 inkubierten Monozyten im Vergleich zu den
Kontrollansdtzen ohne rOv17, trOvl7 und rOv33. 100% CD40-Expression entsprechen einer
mittleren Fluoreszenzintensitit von 100-200, 100% CD80-Expression einer von 30-40 und 100%
CDB86-Expression einer von 200-350. Dargestellt sind die Ergebnisse von 2 unabhingig voneinander
durchgefiihrten Versuchen mit 2 Spendern. A-C: Spender 1. D-F: Spender 2. A und D: CD40-
Expression. B und E: CD80-Expression. C und F: CD86-Expression.
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3.3.7 Charakterisierung der immunmodulierenden Wirkung der durch rOv17 und
trOv17 induzierten verstirkten IL-10 Produktion durch Neutralisations-

studien mit anti-IL-10 Ak

Zu den immunmodulierenden Eigenschaften von rOv17 und trOv17 gehort u. a. die Fahigkeit,
die IL-10 Produktion von humanen Monozyten zu induzieren. IL-10 ist ein potentes
immunmodulierendes Zytokin, welches insbesondere immunsupprimierende Eigenschaften
besitzt. So vermindert IL-10 die Expression von MHC II Molekiilen und von
kostimulatorischen Molekiilen auf der Oberfliche von APZ, inhibiert die IL-12 und IFN-y
Produktion und supprimiert die T-Zell-Proliferation. IL-10 vermittelt somit
immunmodulierende Eigenschaften, die den fiir rOv17 und trOv17 allgemein beschriebenen
immunmodulierenden Eigenschaften entsprechen. Die Neutralisationsstudien mit anti-IL-10
Ak hatten daher zum Ziel, zu analysieren, ob die durch rOv17 und trOv17 induzierte erh6hte
IL-10 Produktion Ursache der fiir rOv17 und trOv17 beschriebenen verminderten Expression
von HLA-DR und der kostimulatorischen Molekiile CD40 und CD86 auf humanen
Monozyten ist und ob IL-10 die verminderte IL-12 und IFN-y Produktion vermittelt. Dariiber
hinaus sollte durch die Neutralisation von IL-10 im Proliferationstest untersucht werden,
welche Bedeutung die verstdarkte IL-10 Produktion bei der durch rOv17 und trOv17

induzierten verminderte Proliferation besitzt.

3.3.71 Einflu} von rOv17 und trOvl7 auf die HLA-DR-Expression humaner

Monozyten nach Neutralisation von I1L-10

Der Einsatz neutralisierender anti-IL-10 Ak verhindert die durch rOv17 und trOv17 bedingte
Suppression der HLA-DR-Expression auf der Oberfldche humaner Monozyten (Abb. 26A, B,
D, E). Auf die Wirkung von rOv33 hat der Die Einsatz von anti-IL-10 Ak keinen Einfluf3.
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Abb. 26: Neutralisation der supprimierenden Wirkung von rOv17 und trOv17 auf die HLA-
DR-Expression durch die Neutralisation von IL-10. PBMC wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von rOv17, trOv17 und rOv33 und mit 5 pg/ml anti-IL-10 Ak oder einem Isotyp-
Kontroll Ak fiir 72 h inkubiert. Die HLA-DR-Expression wurde mittels FACS-Analyse bestimmt.
Dargestellt ist die prozentuale Expression von HLA-DR der Monozyten, die mit rOv17, trOv17 und
rOv33 inkubiert wurden, im Vergleich zu den Kontrollansédtzen ohne rekombinante Proteine. 100%
HLA-DR-Expression entsprechen einer mittleren Fluoreszenzintensitdt von 2000-4000. Dargestellt

sind die Ergebnisse von 2 unabhéngigen Versuchen mit 2 Spendern. A-C: Spender 1. D-F: Spender 2.
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3.3.7.2 Einflul von rOv17 und trOv17 auf die Expression kostimulatorischer

Molekiile humaner Monozyten nach Neutralisation von IL-10

Die Neutralisation der durch rOv17 und trOv17 induzierten IL-10 Produktion verhindert die
durch rOv17 und trOv17 induzierte Suppression der Expression von CD40 und CD86 und
fiihrt dariiber hinaus zu einer verstdrkten Expression von CD40, CD86 und auch CD86, wobei
insbesondere die Expression von CD80 und CD86 um das 2-4 fache erhoht ist (Abb. 27-29).
Im Vergleich zum rOv17 und trOv17 hat die Neutralisation von IL-10 auf die Wirkung von
rOv33 beziiglich der Expression von CD40 und CD80 keinen Effekt (Abb. 27, 28). In Bezug
auf die CD86-Expession induziert die Neutralisation von IL-10 im rOv33-Kontrollansatz eine

verstirkte CD86-Expression (Abb. 29).
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Abb. 27: Neutralisation der supprimierenden Wirkung von rOv17 und trOv17 auf die CD40-

Expression durch die Neutralisation von IL-10. PBMC wurden mit verschiedenen Konzentrationen

von tOv17, trOv17, rOv33 und mit 5 pg/ml anti-IL-10 Ak oder 5 pg/ml Isotyp-Kontoll Ak fiir 72 h

inkubiert. Die Expression von CD40 wurde mittels FACS-Analyse quantifiziert. Dargestellt ist die

prozentuale Expression von CD40 der mit rOv17, trOv17 und rOv33 inkubierten Monozyten im

Vergleich zu den Kontrollansdtzen ohne rOv1l7, trOv17 und rOv33. 100% CD40-Expression

entsprechen einer mittleren Fluoreszenzintensitit von 120-200. Dargestellt sind die Ergebnisse von 2

unabhingigen Versuchen mit 2 Spendern. A-C: Spender 1. D-F: Spender 2.
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Abb. 28: Expression von CD80 in Anwesenheit von rOv17 und neutralisierenden anti-1L-10 Ak.
PBMC wurden mit verschiedenen Konzentrationen von rOv17, trOv17 und rOv33 und mit 5 pg/ml
anti-IL-10 Ak oder mit 5 pg/ml eines Isotyp-Kontroll Ak fiir 72 h inkubiert. Die Monozyten wurden
durch PE-Cy5-markierte anti-CD14 Ak identifiziert und die Expression von CD80 durch FITC-
markierte anti-CD80 Ak im Durchflulzytometer quantifiziert. Dargestellt ist die prozentuale CD80-
Expression der Monozyten, die mit rOv17, trOv17 und rOv33 inkubiert wurden, im Vergleich zu den
Kontrollansidtzen ohne rOv17, trOvl7 und rOv33. 100% CDS80-Expression entsprechen einer
mittleren Fluoreszenzintensitdt von 30-60. Dargestellt sind die Ergebnisse von 2 unabhingig

voneinander durchgefiihrten Versuchen mit 2 Spendern. A-C: Spender 1. D-F: Spender 2.
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Abb. 29: Neutralisation der supprimierenden Wirkung von rOv17 und trOv17 auf die CD86-
Expression durch die Neutralisation von IL-10. Die PBMC wurden mit verschiedenen

Konzentrationen von rOv17, trOv17 und rOv33 und mit 5 ug/ml anti-IL-10 Ak oder mit 5 pg/ml des
Isotyp-Kontroll Ak fiir 72 h inkubiert. Die Expression von CD86 wurde nach der Markierung mit PE-
konjugierten anti-CD86 Ak im DurchfluBzytometer quantifiziert. Dargestellt ist die prozentuale
CD86-Expression der Monozyten, die mit rOv17, trOv17 und rOv33 inkubiert wurden, im Vergleich
zu den Kontrollansidtzen ohne rekombinante Proteine. 100% CD86-Expression entsprechen einer
mittleren Fluoreszenzintensitit von 250-350. Dargestellt sind die Ergebnisse von 2 unabhéngig

voneinander durchgefiihrten Versuchen mit 2 Spendern. A-C: Spender 1. D-F: Spender 2.
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3.3.7.3 Zytokinproduktion von stimulierten humanen PBMC in Anwesenheit von

rOv17, trOv17 und neutralisierenden anti-IL-10 Ak

rOv17 und trOv17 supprimieren die IL-12 und IFN-y Produktion von stimulierten humanen
PBMC. Die Neutralisation der durch rOv17 und trOvl7 induzierten verstirkten IL-10
Produktion sollte zeigen, inwieweit IL-10 die verminderte IL-12 und IFN-y Produktion
bedingt. Die Ergebnisse sind in Abb. 30 dargestellt. Eine Neutralisation von IL-10 kann die
durch rOv17 und trOv1l7 induzierte IL-12 Produktion nicht regenerieren (Abb. 30A). Im
Vergleich dazu, wird die verminderte IFN-y Produktion, die nur durch trOv17 statistisch
signifikant inhibiert wurde, durch die Neutralisation von IL-10 vollstindig regeneriert (Abb.
30B). Dariiber hinaus bedingt die Neutralisation von IL-10 in allen Ansdtzen eine stark

erhohte IFN-y Produktion.
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Abb. 30: Zytokinproduktion von stimulierten humanen PBMC in Anwesenheit von rOvl17,
trOv17 und neutralisierenden Ak. Humane PBMC von 4 Spendern wurden mit immobilisierten
anti-CD3 Ak stimuliert und mit 0,5 uM rOv17, trOv17 und rOv33 fiir 48 h inkubiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte der Zytokinproduktion & SEM. A: IL-12 Produktion. B: IFN-[J Produktion.
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3.3.7.4 Einflufl von rOv17 und trOv17 auf die polyklonal-stimulierte Proliferation in

Anwesenheit neutralisierender anti-IL-10 Ak

Mit der Neutralisation von IL-10 durch anti-IL-10 Ak im Proliferationstest, sollte untersucht
werden, ob die erhohte IL-10 Produktion die verminderte polyklonal-stimulierte Proliferation
von rOv17 und trOv17 bedingt. Die Ergebnisse sind in Abb. 31 dargestellt. Die Neutralisation

von IL-10 hebt die rOvl7 und trOvl7-induzierte verminderte polyklonal-stimulierte

Proliferation nicht auf.
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Abb. 31: EinfluBl von rOv17 und trOv17 auf die Proliferation nach Neutralisation von IL-10.
Anti-CD3 Ak-stimulierte PBMC wurden mit 0,5 uM rOv17, trOv17 und rOv33 und mit 5 pg/ml anti-
IL-10 Ak inkubiert. Als Kontrolle wurde ein Isotyp-Kontroll Ak eingesetzt. Dargestellt sind die

Proliferationswerte [%] von 4 Spendern im Vergleich zur entsprechenden anti-CD3 Ak-Kontrolle.



Diskussion 56

4 DISKUSSION

Filarien sind in der Lage ihr immunologisches Umfeld zu modulieren und kénnen dadurch fiir
lange Zeit im Wirt iiberleben. In dieser Arbeit wurde das immunmodulierende Potential eines
Cysteinproteasen-Inhibitors der humanpathogenen Filarie O. volvulus untersucht. Der
Cysteinproteasen-Inhibitor wurde erstmals von Lustigman et al. (1991, 1992) beschrieben. Fiir
die Funktion des Inhibitors postulieren die Autoren die Regulation der Aktivitit von
Cysteinproteasen, die an der Hautung von der L3 zur L4 beteiligt sind (Lustigman et al. 1996).
Die vorliegende Arbeit zeigt, dal Onchocystatin nicht nur physiologische Funktionen fiir den

Parasiten besitzt, sondern dariiber hinaus immunmodulierend wirksam ist.

4.1 Immunmodulierende Eigenschaften der rekombinanten O. volvulus Cystatine

4.1.1 Inhibition der antigenspezifischen Proliferation durch rOv17 und trOv17

Filarieninfektionen sind chronisch verlaufende Erkrankungen, die durch eine lange Persistenz
der Erreger im Wirt charakterisiert sind und bei einem Grofteil der Infizierten zu einer
klinisch manifesten Erkrankung fithren. Der Immunstatus dieser Personen ist dabei durch eine
zelluldre Hyporeaktivitdt und eine Typ 2 - und Typ 3 Immunantwort gekennzeichnet.

Um zu analysieren, ob Onchocystatin an der Herausbildung eines hyporeaktiven Immunstatus
des Wirtes beteiligt ist, wurde das immunmodulierende Potential von Onchocystatin mit Hilfe
der rekombinant hergestellten Onchocystatine, rOv17 und trOv17, charakterisiert. Eine
mogliche Beteiligung von rOv17 und trOv1l7 an der Herausbildung einer zelluldren
Hyporeaktivitdt wurde in antigenspezifischen Proliferationsstudien untersucht. Dabei wurde
der Einflu von rOv17 und trOv17 auf die antigenspezifische Proliferation von humanen
PBMC, als auch auf die filarienantigenspezifische Proliferation von Milzzellen immunisierter
BALB/c Méuse untersucht. In beiden Féllen wird die antigenspezifische Proliferation durch

rOv17 und trOv17 inhibiert.
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Eine erfolgreiche antigenspezifische Proliferation ist von verschiedenen Faktoren abhingig.
Sie setzt die Aufhahme, die Prozessierung und Prisentation von Antigen durch APZ voraus,
und sie bedarf der Wirkung modulierender Signale, die sowohl durch membranstindige
Molekiile (wie z. B. CD86 (B7-1), CD80 (B7-2), CD40, B7H1 und B7h), als auch durch
l16sliche Mediatoren (Zytokine, Chemokine) vermittelt werden. Eine Beeinflussung der
antigenspezifischen Proliferation ist daher auf vielféltige Art und Weise moglich. Aufgrund
der biologischen Eigenschaft von rOvl7 und auch von trOvl7, die Aktivitit von
Cysteinproteasen der Papain-Superfamilie zu inhibieren, war zu vermuten, daf3 die Inhibition
der Aktivitit einer Wirtscysteinprotease, und somit eine Interaktion mit der Prozessierung und
Prasentation von Antigen, Ursache fiir die rOv17 und trOv1l7 induzierte verminderte
antigenspezifische Proliferation ist. DaBl Cysteinproteasen-Inhibitoren ein derartiges
immunmodulierendes Potential besitzen, haben Studien von Katunuma et al. (1994) gezeigt.
Unter Verwendung des Cathepsin B-spezifischen Inhibitors CA074 haben die Autoren
gezeigt, dal eine verminderte Prozessierung von Antigen durch die Inhibition der Aktivitit

von Cathepsin B eine verminderte antigenspezifische Proliferation zur Folge hat.

4.1.2 Bindung und Aufnahme von rOv17 und trOv17 durch Monozyten

Eine Interaktion von rOv17 mit Wirtscysteinproteasen von APZ, die an der Prozessierung und
Prisentation von Antigen beteiligt sind, setzt voraus, daBl rOv17 und trOvl7 von APZ
aufgenommen werden und mit Cysteinproteasen in einen direkten Kontakt kommen. Die
Bindung und Aufnahme von rOv1l7 und trOvl7 durch Monozyten wurde durch die
Untersuchungen mit Fluos-markierten rOv17 und trOv17 gezeigt.

Die Aufnahme von Antigen durch APZ aus dem extrazelluldren Kompartiment erfolgt iiber
verschiedene Mechanismen, denen gemeinsam ist, da3 sie die aufgenommenen Antigene in
das endosomal-lysosomale Kompartiment entlassen (Lanzavecchia 1990, Guagliardi et al.
1990, Watts et al. 1997). Dies bedeutet, daB auch rOv1l7 und trOvl7 mit grof3er
Wahrscheinlichkeit in das endosomal-lysosomale Kompartiment gelangen und hier mit

humanen Cysteinproteasen interagieren konnen.



Diskussion 58

4.1.3 Inhibition der Aktivitit von humanem Cathepsin L und S durch rOv17 und
trOv17

Die Fahigkeit von rOv17 und trOv1l7 die Aktivitit von humanen Cysteinproteasen, wie
Cathepsin B, L und S, zu beeinflussen, wurde in enzymkinetischen Untersuchungen zur
Bestimmung der Dissoziationskonstanten K; gezeigt. Dabei ist tOv17 ein potenter Inhibitor
von Cathepsin L und S (K;=0,03 nM). Das verkiirzte trOv17 hat im Vergleich mit einem Kj
von 11,5 nM fiir Cathepsin L und einem K; von 29,6 nM fiir Cathepsin S eine geringere
Affinitdt. Das Fehlen des N-Terminus' und damit des konservierten, N-terminalen aktiven
Bereiches bedingt somit eine um das 300 bzw. 900 fache verminderte Affinitdt von trOv17 zu
Cathepsin L und S, was bedeutet, da3 die N-terminale aktive Doméne fiir Onchocystatin eine
wichtige funktionelle Komponente des Molekiils ist. Dies ist ein Strukturmerkmal, welches
auch fiir andere Vertreter der Cystatine beschrieben worden ist (Machleidt et al. 1989,
Abrahamson et al. 1991, Lindahl et al. 1992, Hall et al. 1993, Bjork et al. 1995). Trotz der
verminderten Affinitdt von trOv17 zu den Cathepsinen L und S, ist auch das verkiirzte trOv17
noch in der Lage, die Aktivitit dieser beiden Cathepsine zu inhibieren, was auf die
inhibitorische Wirkung der beiden C-terminalen aktiven Bereiche des Cystatins
zuriickzufiihren ist (Auerswald et al.1995, Hall et al. 1995, Bjork et al. 1996). Die Aktivitit
von Cathepsin B wird von rOv17 und trOv17 kaum beeinflufit. Dies liegt vermutlich an der
strukturellen Besonderheit von Cathepsin B, welches am N-Terminus ein ,,occluding loop*
besitzt, der den Zugang zum aktiven Zentrum der Protease fiir den Inhibitor blockiert (Illy et
al. 1997).

Die Inhibition der Cysteinproteasen durch rOv17 und trOv17 ist fiir Cathepsin L bei einem pH
von 5,5 und fiir Cathepsin S und B bei einem pH von 6,0 gezeigt worden. Dies bedeutet, daf3
rOv17 und trOv17 potentiell in der Lage sind, auch im sauren Milieu des endosomal-
lysosomalen Kompartiment die Aktivitdt humaner Cathepsine zu beeinflussen.
Cysteinproteasen antigenpriasentierender Zellen katalysieren im Verlauf einer Immunantwort
zwei wichtige proteolytische Prozesse. So sind Cathepsine an der Proteolyse von Antigen, zur
Generierung antigener Peptide, die nachfolgend an MHC-II-Molekiile binden koénnen,
beteiligt. Zum zweiten katalysieren Cathepsine die Degradation der Invarianten Kette (li),

welche die Voraussetzung fiir die Bindung der Peptide an MHC-II-Molekiile und den
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anschlieenden Transport der Peptid-MHC-II-Komplexe an die Zelloberfliche darstellt (Wolf
und Ploegh 1995, Roche und Cresswell 1990). An beiden Prozessen sind Cathepsin L und S
beteiligt, deren Aktivitidt von rOv17 und auch trOv17 inhibiert wird. Cathepsin L ist an der
Prozessierung von Antigen und in Thymusepithelzellen essentiell an der Degradation von li
beteiligt (Nakagawa et al. 1998, 1999a). Cathepsin S ist an der Prozessierung von Antigen
beteiligt und in B-Zellen und Dendritischen Zellen (DZ) fiir die Spaltung von li verantwortlich
(Riese et al. 1996, Nakagawa et al. 1999b). Eine Inhibition von Cathepsin S fiihrt daher zu
einer Akkumulation von li-assoziierten MHC-II-Molekiilen in der Zelle und zu einer
verminderten antigenspezifischen Proliferation. Die verminderte Proliferation ist dabei auf die
unvollstindige Spaltung von li und die damit verbundene verminderte Generierung von
Peptid-MHC-II-Komplexen zuriickzufiihren (Riese et al. 1998). Auch die Reifung von DZ zu
effizienten APZ, die u. a. durch eine verstiarkte Oberflichenexpression von Peptid-MHC-II-
Komplexen gekennzeichnet ist, wird iiber die Aktivitidt von Cathepsin S reguliert (Pierre und
Mellman 1998). Wihrend der Reifung von DZ nimmt die Aktivitdt von Cathepsin S zu und
fiihrt durch die verstirkte Spaltung von li zu einer verstirkten Expression von Peptid-MHC-II-
Komplexen an der Oberfliche.

Ein weiteres Cathepsin, das spezifische Funktionen im Verlauf einer Immunantwort
katalysiert, welches uns aber fiir Inhibitionsstudien mit rOv17 und trOv17 nicht zur
Verfligung stand, ist Cathepsin F. Erst kiirzlich wurde gezeigt, da3 Cathepsin F essentiell an
der Degradation von li in Makrophagen beteiligt ist (Shi et al. 2000). Cathepsin F ist somit ein
weiteres Cathepsin, welches die Effizienz der Antigenprisentation mitbestimmt, und deren
Inhibition eine verminderte Antigenprasentation bedingen wiirde.

Die Fahigkeit von rOv17 und trOv17, die Aktivitdt humaner Cathepsine zu inhibieren, lief3
vermuten, dal rOv17 und trOv17 infolge einer verminderten Generierung von Peptid-MHC-
[I-Komplexen eine verminderte antigenspezifische Proliferation induzieren. rOv17 sollte
dabei aufgrund des stirkeren inhibitorischen Potentials gegeniiber Cathepsin L und S
immunmodulatorisch potenter sein als trOvl7. rOvl7 und trOv17 inhibieren die
antigenspezifische Proliferation von humanen PBMC jedoch gleichermallen stark. Ursache
hierfiir konnte sein, dal3 das inhibitorische Potential von trOv17 ausreichend ist, die Aktivitét
der Cathepsine wirksam zu inhibieren. Denkbar ist auch, dall es neben den Cathepsinen

andere Cysteinproteasen gibt, die essentielle Funktionen im Verlauf einer antigenspezifischen
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Proliferation iibernehmen und gleichermafen stark von rOv17 und trOv17 inhibiert werden.
Die Inhibition der Aktivitdt von papaindhnlichen Cysteinproteasen durch Cystatine wird durch
drei konservierte Bereiche in der Sequenz der Cystatine vermittelt. Die wichtigste
inhibitorische Komponente ist dabei die N-terminale aktive Doméne. Da dem verkiirzten
trOv17 diese N-terminale inhibitorische Domine fehlt, ist eine gleichwertige Inhibition der
Aktivitdt von Cathepsinen durch trOv17 im Vergleich zum rOv17, wenig wahrscheinlich.
Cystatine regulieren aber nicht nur die Aktivitit von papaindhnlichen Cysteinproteasen,
sondern Vertreter der Typ 2-Cystatine konnen auch die Aktivitdt von Cysteinproteasen der
Legumain-Superfamilie beeinflussen (Alvarez-Fernandez et al. 1999). Zu den Cystatinen, die
die Aktivitdit von Legumain inhibieren, gehdoren Cystatin C, E/M und F. Diese Cystatine
besitzen fiir die Inhibition der Legumaine neben der inhibitorischen Doméne fiir die
Interaktion mit den Cathepsinen noch eine zweite inhibitorische Domine auf dem Molekiil,
welche die inhibitorisch wichtige AS -Arg- an Position 39 (Die Numerierung entspricht der
fiir humanes Cystatin C.) umfalit. Interessanterweise weist Onchocystatin im Bereich dieser
zweiten inhibitorischen Domdne AS-Homologien mit den Cystatinen C, E/M und F auf und
besitzt an entsprechender Position die AS -Arg-. Onchocystatin hat damit die strukturelle
Voraussetzung flir eine Inhibition der Aktivitit von humanem Legumain, einer
Cysteinprotease, flir die bisher gezeigt werden konnte, dal sie an der Prozessierung von
Antigen beteiligt ist und fiir die eine weitere funktionelle Charakterisierung im
Zusammenhang mit der Antigenpradsentation noch aussteht (Manoury et al. 1999).

Da rOv17 und auch trOv17 die inhibitorische Doméne fiir die Interaktion mit Legumainen
besitzen, und damit die Voraussetzung erfiillen, die Aktivitit von Legumainen zu
beeinflussen, ist es denkbar, dal rOv17 und trOv17 die Aktivitit dieser Cysteinproteasen mit
dhnlicher Affinitdt inhibieren, da der N-Terminus der Cystatine, im Gegensatz zur Interaktion
mit den Cathepsinen, bei der Inhibition der Legumaine keine Rolle spielt. Die Bedeutung
einer moglichen Interaktion von rOv17 und trOv17 mit Legumain im Zusammenhang mit der
verminderten antigenspezifischen Proliferation kann jedoch aufgrund fehlender Kenntnisse
iiber die Funktion von Legumain und fehlender Inhibitionsstudien mit rOv17 und trOv17 noch

nicht beurteilt werden.
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Die filarienantigenspezifische Proliferation von Milzzellen immunisierter BALB/c Maiuse
wird ebenfalls durch rOv17 und trOv17 inhibiert. Im Unterschied zur antigenspezifischen
Proliferation humaner PBMC ist die Inhibition der filarienantigenspezifischen Proliferation
durch rOv17 effizienter und das verkiirzte trOv17 induziert im Vergleich zum rOv17 eine
geringere Inhibition der Proliferation. Im Falle der Inhibition der Aktivitit von
Cysteinproteasen durch rOv17 und trOvl7, wiirde dies wiederum eine verminderte
Generierung von Peptid-MHC-II-Komplexen und eine verminderte antigenspezifische
Proliferation bedingen. Das stirkere inhibitorische Potential von rOv17 gegeniiber
Cathepsinen konnte dabei Ursache der potenteren Inhibition der antigenspezifischen
Proliferation der Mausmilzzellen durch rOv17 im Vergleich zum trOv17 sein.

Der Vergleich der immunmodulierenden Wirkung von rOv17 auf die antigenspezifische
Proliferation verdeutlicht, da3 die PPD-spezifische Proliferation humaner PBMC mit 45%
weniger potent inhibiert wird als die filarienantigenspezifische Proliferation von
Mausmilzzellen mit 90%. Die stirkere Inhibition der filarienantigenspezifischen Proliferation
von Mausmilzzellen durch rOv17 hat vermutlich verschiedene Ursachen. Wenn diese
immunmodulierende Eigenschaft auf die Inhibition der Aktivitit einer Wirtscysteinprotease
zuriickzufiihren ist, kann dies bedeuten, dal rOv17 murine Cathepsine mit stirkerer Potenz
inhibiert als humane Cathepsine. Dies wiederum wiirde zur Folge haben, dal3 aufgrund einer
unterschiedlichen immunmodulierenden Potenz von rOv17 und trOv17 im Mausmodell im
Vergleich zum humanen System ein direkter Vergleich der Ergebnisse beider Systeme nicht
moglich ist.

Zum anderen konnte die unterschiedliche Effizienz von rOv17 bei der Inhibition der
antigenspezifischen Proliferation von humanen PBMC und Mausmilzzellen auf die
Beteiligung unterschiedlicher Populationen von APZ in beiden Systemen zuriickzufiihren
sein. So verfiigen Mausmilzzellen iiber Makrophagen, dendritische Retikulumzellen und B-
Zellen als APZ. PBMC besitzen hingegen Monozyten und B-Zellen. APZ unterscheiden sich
in ihrer Ausstattung mit Cathepsinen. Jede APZ-Population verfiigt iiber ein spezifisches
Repertoire an Cathepsinen, die fiir jede APZ entsprechend spezifische Funktionen
katalysieren. So ist beispielsweise in B-Zellen und DZ Cathepsin S fiir die Degradation von li
essentiell, in Makrophagen iibernimmt diese Funktion Cathepsin F wund in

Thymusepithelzellen Cathepsin L (Riese et al. 1996, Nakagawa et al. 1998, Shi et al. 2000).
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Daher ist denkbar, dal aufgrund der unterschiedlichen Cathepsinausstattung von APZ und
einer unterschiedlichen inhibitorischen Potenz von rOv17 gegeniiber Cathepsinen, die
Wirkung von rOv17 auf die verschiedenen APZ-Populationen unterschiedlich ist.

APZ unterscheiden sich auch in ihren Mechanismen und in der Effizienz, Antigen
aufzunehmen, was zur Folge haben kann, da3 die wirksame Konzentrationen von rOv17 in
den APZ unterschiedlich ist und deshalb ein unterschiedliches inhibitorisches Verhalten von
rOv17 beziiglich der antigenspezifischen Proliferation zu beobachten ist.

Die Unterschiede im inhibitorischen Potential konnen desweiteren unabhédngig von der
Inhibition der Aktivitdt einer Cysteinprotease durch die Aktivierung unterschiedlich
differenzierter Gedachtniszellen durch PPD bzw. durch O. volulus-Antigen hervorgerufen
werden. So kdnnte beispielsweise die Immunisierung mit O. volvulus-Antigen eine verstirkte
Bildung von Th2 oder Th3-differenzierten Gedéchtniszellen hervorrufen, die bei der
Restimulation in vitro eine verstdrkte Bildung von supprimierend wirkenden Zytokinen, wie
IL-10 und TGF-B induzieren, und die den supprimierenden Effekt von rOv17 zusitzlich

verstarken.

4.1.4 Einflufl von EwC und E64 auf die antigenspezifische Proliferation

Die potente Inhibition der Aktivitit von humanen Cathepsinen durch rOv17 liel die
Interaktion mit Cathepsinen als Ursache der durch rOv17 induzierten verminderten
antigenspezifischen Proliferation vermuten. Um zu untersuchen, ob auch andere
Cysteinproteasen-Inhibitoren ein solches immunmodulierendes Potential besitzen, wurden
EwC und E64 getestet. EwC ist ein Vertreter der Typ 2-Cystatine. Die Sequenzen von EwC
und rOv17 sind zu 31% identisch. E64 ist ein irreversibler Cysteinproteasen-Inhibitor,
welcher erstmals aus Kulturextrakten von Aspergillus japonicum isoliert wurde. Die
Ergebnisse des Proliferationstests mit PPD-stimulierten humanen PBMC zeigen, dal EwC
und E64 keinen Einfull auf die T-Zell-Proliferation haben. EwC und E64 vermogen weder bei
einer Konzentration von 0,5 pM, noch bei einer Konzentration von 2,5 uM (Daten nicht

gezeigt) die antigenspezifische Proliferation zu inhibieren.
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DaB3 Cysteinproteasen-Inhibitoren wie E64 dennoch die Eigenschaft besitzen, die
antigenspezifische Proliferation zu inhibieren, haben Untersuchungen von Katunuma et al.
(1994) gezeigt. E64 wurde bei diesen Untersuchungen allerdings in Konzentrationen von 11
UM eingesetzt. Auch in anderen Studien, bei denen die Inhibition von Cysteinproteasen durch
Leupeptin charakterisiert wurde, muf3ten hohere Konzentrationen des Inhibitors eingesetzt
werden (420 uM), um einen Effekt zu erzielen (Vidard et al. 1991, Puri et al. 1988).

Im Vergleich zu diesen Ergebnissen besteht die Besonderheit von rOv17 somit darin, die
antigenspezifische Proliferation bereits in niedrigen Konzentrationen effektiv zu inhibieren.
Wenn die durch rOv17 und trOv17 bedingte verminderte antigenspezifische Proliferation
durch eine Inhibition der Aktivitdt einer Wirtscysteinprotease verursacht wird, wiirde dies
bedeuten, dal es Wirtscysteinproteasen geben muf}, die essentielle Reaktionen im Verlauf
einer antigenspezifischen Proliferation katalysieren und deren Aktivitdt durch rOv17 und
trOv17 mit hoher Affinitdt inhibiert werden, nicht aber bzw. nur mit geringer Affinitét durch
EwC und E64.

Eine Cysteinprotease, die vermutlich durch rOv17 mit hoher Affinitdt inhibiert wird, konnte
humanes Cathepsin X sein, eine Cysteinprotease, die im menschlichen Organismus ubiquitér
verbreitet ist (Nagler und Menard 1998). Humanes Cathepsin X zeigt eine 75%ige Homologie
zu einer O. volvulus Cysteinprotease, die als die Hautungsprotease beschrieben wurde, deren
Aktivitdt vermutlich von Onchocystatin reguliert wird (Lustigman et al. 1996). Aufgrund der
hohen Sequenzhomologie von Cathepsin X und der Parasitenprotease wire eine potente
Inhibition von Cathepsin X durch rOv17 denkbar. Da aber das inhibitorische Potential von
rOv17 gegeniiber Cathepsin X noch nicht untersucht wurde, und auch die Funktion dieser
Protease noch nicht bekannt ist, bleibt diese Interaktion von rOv17 und Cathepsin X als eine
Ursache der Inhibition der antigenspezifischen Proliferation durch rOv17 hypothetisch.
Cystatine und E64 sind Inhibitoren von Cysteinproteasen der Papain-Superfamilie, zu denen
auch die humanen Cathepsine gehoren. Einige Vertreter der Typ 2-Cystatine besitzen dartiiber
hinaus die Eigenschaft, die Aktivitit von Cysteinproteasen der Legumain-Superfamilie zu
inhibieren (Alvarez-Fernandez et al. 1999). E64 ist im Gegensatz dazu nicht in der Lage, die
Aktivitit von Legumainen zu beeinflussen. Die Eigenschaft von Typ 2-Cystatinen, die
Aktivitdt von Legumainen zu inhibieren, liegt in einem zweiten inhibitorischen Bereich um

die AS —°Arg- (Die Numerierung entspricht der des humanen Cystatin C) begriindet. rOv17
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und trOv17, aber auch EwC besitzen diese inhibitorische Domine, und wiren somit potentiell
in der Lage die Aktivitit von Legumainen zu beeinflussen. Ob eine Interaktion der Inhibitoren
mit Legumain eine Bedeutung bei der Beeinflussung der antigenspezifischen Proliferation
besitzt, und ob ein unterschiedliches inhibitorisches Potential von rOv17, trOv17 und EwC
gegeniiber Legumain das unterschiedliche Verhalten bei der Inhibition der antigenspezifischen
Proliferation bedingt, kann nicht beurteilt werden. Zum einen fehlen Untersuchungen, die die
inhibitorische Potenz von rOv17, trOv17 und EwC gegeniiber Legumain charakterisieren, und
zum anderen 1ist eine weitere funktionelle Charakterisierung von Legumain im
Zusammenhang mit der antigenspezifischen Proliferation notig.

Das Unvermdgen von EwC und E64 die antigenspezifische Proliferation in der verwendeten
Konzentration zu inhibieren, kann aber auch bedeuten, dafl die durch rOv17 und trOv17
induzierte verminderte antigenspezifische Proliferation nicht auf eine Modulation einer
Wirtscysteinprotease zuriickzufithren ist und rOv17 und trOv17 iiber andere Mechanismen
EinfluB auf die antigenspezifische Proliferation nehmen.

Der fehlende inhibitorische Effekt von EwC und E64 kann moglicherweise aber auch darauf
zuriickgefiihrt werden, da3l EwC und E64 nicht oder nicht in ausreichender Konzentration in
das endosomal-lysosomale Kompartiment gelangen konnten und / oder hier sehr schnell

inaktiviert wurden.

4.1.5 Inhibition der HLA-DR-Expression von humanen Monozyten durch rOv17
und trOv17

Die Untersuchungen zur Expression von HLA-DR, einem Haplotyp der MHC-II-Molekiile,
auf humanen Monozyten zeigen, dal rOv17 und auch trOv17 die Expression dieses
Oberfldchenmolekiils vermindern. rOv17 und trOv17 reduzieren dadurch die Kapazitit dieser
Zellen, Antigen zu présentieren.

MHC-II-Molekiile sind auf APZ konstitutiv exprimiert. Die Stérke der Expression wird durch
verschiedene Mediatoren reguliert. Zytokine wie IFN-y, GM-CSF, TNF-o und IL-4
stimulieren und Zytokine wie IL-10 und TGF-B vermindern die Expression von MHC-II auf

Monozyten (Sztein et al. 1984, te Velde et al. 1988, de Waal Malefyt et al. 1991a, Williams et
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al. 1999). Posttranslational kann die Expression von MHC-II durch die Aktivitdt von li-
degradierenden Cysteinproteasen beeinfluit werden. Pierre und Mellman (1998) haben
gezeigt, daBB die mit der Reifung von DZ verbundene verstirkte Expression von MHC-II auf
eine verstiarkte Aktivitdt der li-spaltenden Cysteinprotease Cathepsin S zuriickzufiihren ist.
Die Aktivitit von Cathepsin S wird dabei durch Cystatin C, einem endogenen
Cysteinproteasen-Inhibitor reguliert. Ein Cysteinproteasen-Inhibitor ist damit entscheidend bei
der Regulation der Expression von Peptid-MHC-II-Komplexen auf der Oberfliche von DZ
beteiligt. Neben li-degradierenden Cathepsinen muf3 es weitere Mechanismen geben, die die
posttranslationale Expression von MHC-II regulieren. Dies geht aus Studien mit Cathepsin S -
und Cathepsin L defizienten Méuse hervor (Villadangos et al. 1999). Trotz Akkumulation von
li-Fragment (lip 10)-MHC-II-Komplexen in DZ oder in Thymusepithelzellen der Cathepsin S
— bzw. Cathepsin L defizienten Mausen ist die Gesamtzahl der exprimierten MHC-II-
Molekiile auf der Oberflache im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle unverdndert. Dabei konnte
gezeigt werden, dall auf der Oberfliche lipl0-MHC-Komplexe, aber auch Peptid-beladene
MHC-II-Komplexe exprimiert wurden.

Eine Beeinflussung der Expression von HLA-DR durch rOv17 und trOv17 ist auf vielfdltige
Art und Weise moglich. Eine Inhibition der Aktivitét einer Wirtscysteinprotease durch rOv17
und trOv1l7 wiirde eine verminderte Generierung und Expression von Peptid-MHC-II-
Komplexen auf der Oberfliche der Monozyten bedingen. Die Gesamtzahl der exprimierten
MHC-II-Molekiile wird dabei vermutlich nicht beeinflult, was im Ergebnis der
Untersuchungen mit Cathepsin S - und Cathepsin L defizienten Méusen zu schlu3folgern ist.
Es ist daher wahrscheinlich, da3 die verminderte HLA-DR-Expression durch rOv17 und
trOv17 nicht durch die Inhibition der Aktivitdt humaner Cathepsine bedingt ist, sondern, dafl

rOv17 und trOv17 die HLA-DR-Expression iiber einen anderen Mechanismus beeinflussen.
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4.1.6 Polyklonal-stimulierte Proliferation von humanen PBMC und von

Monozyten-depletierten PBMC

rOv17 und auch trOv17 beeinflussen die antigenspezifische Proliferation und inhibieren die
HLA-DR-Expression auf humanen Monozyten. Um einen mdglichen Zusammenhang
zwischen der verminderten antigenspezifischen Proliferation und der verminderten HLA-DR-
Expression beurteilen zu konnen, wurde der Einflu von rOv17 und trOv17 auf die durch
PHA- und immobilisierte anti-CD3 Ak-stimulierte Proliferation untersucht, die unabhingig
von der MHC-II-Expression erfolgt (miindliche Mitteilung von Prof. Volk, Charité, Berlin).
Die durch PHA- und immobilisierte anti-CD3 Ak-stimulierte Proliferation von humanen
PBMC wird durch rOv17 um 40% und durch trOv17 um 32% inhibiert. Im Vergleich zur
antigenspezifischen Proliferation inhibieren rOv17 und trOv17 die polyklonale Proliferation
dhnlich potent. Die polyklonale Stimulation von T-Zellen durch das Mitogen PHA und durch
immobilisierte anti-CD3 Ak erfolgt im Unterschied zur antigenspezifischen Proliferation
unabhingig von der MHC-II-Expression von Monozyten. Da rOv17und trOv17 die
polyklonal-stimulierte und die antigenspezifische Proliferation dhnlich stark inhibieren, kann
die Inhibition der antigenspezifischen Proliferation nicht ausschlielich auf die verminderte
HLA-DR-Expression zuriickgefiihrt werden.

Die Inhibition der polyklonal-stimulierten Proliferation verdeutlicht, da rOv17 und trOv17
unabhingig von der Antigenprisentation weitere Faktoren, die den Verlauf einer erfolgreichen

T-Zell-Proliferation bestimmen, beeinflussen.

Um zu analysieren, welche Zell-Population in ihrer Funktion von rOv17 und trOv17
moduliert wird, wurden Proliferationsstudien mit Monozyten-depletierten humanen PBMC
durchgefiihrt. rOv17 und trOv17 sind nach der Depletion von Monozyten nicht mehr in der
Lage, die polyklonal-stimulierte Proliferation von Monozyten-depletierten PBMC zu
inhibieren. rOv17 und trOv17 entfalten daher ihre immunmodulierende Wirkung iiber die

Modulation von APZ-Funktionen.



Diskussion 67

4.1.7 Modulation der Zytokinproduktion durch rOv17 und trOv17

rOvl7 und trOv17 modulieren die Zytokinproduktion von Monozyten, indem sie eine
verstarkte Produktion von TNF-ound IL-10 induzieren, und auch die IL-12 Produktion
modulieren.

TNF-o ist ein wichtiges proinflammatorisches Zytokin, welches sowohl lokal als auch
systemisch wirkt. Neben vielen anderen Funktionen induziert TNF-o die Aktivierung und
Differenzierung von Monozyten und moduliert T- und B-Zell-Funktionen (Beutler et al.
1989). TNF-a induziert aber nicht nur eine Entziindungsreaktion, sondern TNF-o bewirkt im
weiteren Verlauf einer Entziindungsreaktion auch deren Limitierung, indem TNF-o u. a. die
Produktion von IL-10 induziert (Wanidworanum et al. 1993, Meisel et al. 1996, Marino et al.
1997). Die wichtigsten TNF-o. Produzenten sind aktivierte Monozyten und Makrophagen,
aber auch eine Reihe anderer Zellen (Lymphozyten, NK-Zellen, Neutrophile, Mastzellen
usw.) konnen zur TNF-o Produktion angeregt werden (Beutler et al. 1989, Ware et al. 1992).
Eine Aktivierung von Monozyten zur TNF-o Produktion erfolgt u. a. nach einer Stimulation
durch bakterielle Komponenten, wie LPS oder Superantigen (Burchett et al. 1988, Scholl et al.
1989).

rOv17 und auch trOv1l7 induzieren eine starke TNF-o Produktion und schaffen somit
zunéchst eine proinflammatorische Reaktionslage. Mit der Stimulation von Monozyten, TNF-
o zu produzieren, schaffen rOv17 und trOv17 damit aber gleichzeitig die Voraussetzung,
durch die nachfolgende Induktion von IL-10, die Entziindungs- und Immunreaktion im

weiteren Verlauf zu supprimieren.

IL-10 ist ein potentes immunmodulierendes Zytokin. IL-10 kann von CD4'-Lymphozyten,
CDS8"-Lymphozyten, B-Zellen und Keratinozyten gebildet werden. Die potentesten IL-10
Produzenten sind jedoch Monozyten und Makrophagen (de Waal Malefyt et al. 1991a). Die
IL-10 Produktion von Monozyten wird u. a. durch die TNF-o und cAMP induzierte
Aktivierung von Proteintyrosinkinasen (PTK) und der Proteinkinase A und C (PKA, PKC)
induziert (Platzer et al. 1995, 2000, Meisel et al. 1996). IL-10 wirkt immunsupprimierend und
antiinflammatorisch (de Waal Malefyt et al. 1991b). Die immunsupprimierende Wirkung von
IL-10 beruht auf der Eigenschaft, IL-12 und IFN-y zu inhibieren und die

Antigenprésentationskapazitit von APZ zu vermindern, indem IL-10 die Expression von
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MHC-II, die Expression des Adhisionsmolekiile ICAM-1 (CD54) und die Expression der
kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 auf APZ inhibiert (de Waal Malefyt et al.
1991a, D'Andrea et al. 1993, Ding et al. 1993, Williams et al. 1994). Die Modulation dieser
Faktoren bedingt eine IL-10 induzierte verminderte T-Zell-Proliferation. IL-10 vermag aber
nicht nur {iber die Modulation von Monozytenfunktionen die T-Zell-Proliferation zu
inhibieren, sondern IL-10 kann auch direkt, durch eine Inhibition der IL-2 Produktion, die T-
Zell-Proliferation von CD4"-Zellen vermindern (de Waal Malefyt et al. 1993).

rOvl7 und trOv17 induzieren eine starke IL-10 Produktion von unstimulierten und
stimulierten PBMC, wobei das durch rOv17 und trOv17 induzierte IL-10 von Monozyten
gebildet wird, da Monozyten-depletierte PBMC in Anwesenheit von rOv17 und trOv17 kein
IL-10 produzieren (Daten nicht gezeigt).

Durch die verstirkte IL-10 Produktion sind rOv17 und trOv17 in der Lage, in ihrem Umfeld
eine antiinflammatorische und immunsupprimierende Reaktionslage zu schaffen und iiber IL-

10 eine Vielzahl von Immunfunktionen zu beeinflussen.

IL-12 ist ein Zytokin, welches von Monozyten/Makrophagen und DZ gebildet wird (D'Andrea
et al. 1993, Trinchieri 1994). Eine IL-12 Produktion dieser Zellen wird durch verschiedene
Stimuli induziert. So konnen Infektionserreger wie Viren, Bakterien und Protozoen eine 1L-12
Produktion induzieren (Trinchieri 1998). Die Stimulation der IL-12 Bildung wird dabei v. a.
durch verschiedene Produkte dieser Erreger, wie LPS, Glykolipide, Glykoproteine, bakterielle
Superantigene und bakterielle DNA vermittelt (Leung et al. 1995, Cleveland et al. 1996,
Grunvald et al. 1996, Ma et al. 1996, Sato et al. 1996, Camargo et al. 1997, Oswald et al.
1997). Weitere Mechanismen, die IL-12 Produktion von APZ zu induzieren, sind die
Stimulation der Zellen durch IFN-y oder GM-CSF und die Stimulation des kostimulatorischen
Molekiils CD40 (Cella et al. 1996, Kubin et al. 1994a). Eine Inhibition der IL-12 Produktion
wird u. a. durch IL-10, TGF-B und PGE; induziert (D'Andrea et al. 1993, van der Pouw Kraan
et al. 1995, Toossi et al. 1997). Im Verlauf einer Immunantwort vermittelt I1L-12 die
Aktivierung von Makrophagen und die Differenzierung von Th1-Zellen. IL-12 ist dadurch ein
wichtiger Aktivator der zellvermittelten Immunitét (Kobayashi et al. 1989, Chan et al. 1991,
Scott 1993, Chehimi et al. 1994, Kubin et al. 1994b).

rOv17 und trOv17 stimulieren die IL-12 Produktion von Monozyten unstimulierter PBMC. Im

Gegensatz dazu wird die IL-12 Produktion von polyklonal-stimulierten PBMC durch rOv17
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und trOv17 vermindert. Dies bedeutet, dal rOv17 und trOv17 zwar in der Lage sind, die IL-
12 Produktion von Monozyten zu stimulieren, im Falle einer Aktivierung der Immunantwort
bewirken rOv17 und trOv17 jedoch eine verminderte IL-12 Produktion.

Ein moéglicher Mechanismus, die IL-12 Produktion stimulierter PBMC zu inhibieren, ist die
durch rOv17 und trOv17 induzierte starke IL-10 Produktion. Da aber auch unstimulierte
PBMC /Monozyten von rOv17 und trOv17 zu einer IL-10 Produktion angeregt werden, die
IL-12 Produktion in diesem Falle aber nicht supprimiert ist, mul es einen weiteren
Mechanismus geben, der die rOv17 und trOv17 induzierte verminderte IL-12 Produktion
stimulierter PBMC induziert. Ein wichtiger Mechanismus, der die IL-12 Produktion von
Monozyten induziert und der auf der Interaktion zwischen APZ und T-Zelle beruht, ist die
Stimulation von CD40 durch CD40L. CDA40L ist der T-Zell-Ligand von CD40, deren
Expression auf T-Zellen durch eine Stimulation des T-Zell-Rezeptor-Komplexes und durch
die Stimulation von CD28 induziert wird (Armitage et al. 1993, Yang et al. 1996). Die
verminderte IL-12 Produktion von stimulierten humanen PBMC in Anwesenheit von rOv17
und trOv17 konnte deshalb ein Hinweis fiir eine verminderte CD40L-Expression der T-Zellen
in Anwesenheit von rOv17 und trOv17 sein, in deren Folge die IL-12 Produktion von
Monozyten vermindert ist.

Die Inhibition der IL-12 Produktion durch rOv17 und trOv17 bedeutet, dafl rOv17 und trOv17
die Aktivierung von Makrophagen und T-Zellen modulieren und in der Lage sind, die

Entwicklung einer zellvermittelten Immunantwort zu unterdriicken.

4.1.8 Inhibition der CD40- und CD86-Expression humaner PBMC durch rOv17
und trOv17

Eine Stimulation von T-Zellen wird im Verlauf einer Immunantwort durch die Bindung eines
antigenspezifischen Liganden an den T-Zell-Rezeptor-Komplex initiiert und durch ein
zweites, kostimulatorisches, Signal induziert (Janeway und Bottomly 1994, Robey et al.
1995). Das erste Signal, die Bindung eines antigenspezifischen Liganden an den T-Zell-
Rezeptor, gewihrleistet die Spezifitit der Immunantwort. Das zweite, kostimulatorische
Signal ist antigenunspezifisch und induziert die klonale Expansion der T-Zellen, die Sekretion

von Zytokinen, die Expression weiterer kostimulatorischer Signale und die Entwicklung von
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Effektorzellen (McAdam et al. 1998). Das Fehlen des kostimulatorischen Signals bei einer
gleichzeitigen Stimulation des T-Zell-Rezeptors induziert eine T-Zell-Anergie (Jenkins et al.
1988). Die erforderlichen kostimulatorischen Signale erhalten T-Zellen von APZ, durch die
Bindung kostimulatorischer Molekiile an die entsprechenden T-Zell-Liganden. CD80 und
CD86 sind zwei wichtige kostimulatorische Molekiile von APZ, die T-Zellen iiber ihre CD28-
Rezeptoren aktivieren. Weitere kostimulatorische Molekiile, die aktivierende und regulierende
Funktionen im Verlauf einer Immunantwort besitzen sind CD40 und CD40L, ICOS Ligand
(B7h) -ICOS und B7-H1-mit unbekanntem Liganden (Cayabyab et al. 1994, Grewal et al.
1995, 1998, Dong et al. 1999, Hutloff et al. 1999, Swallow et al. 1999, Aicher et al. 2000,
Ling et al. 2000, Mages et al. 2000).

Die Untersuchungen zum EinfluB von rOv1l7 und trOvl7 auf die Expression
kostimulatorischer Signale auf humanen Monozyten ergaben, dal rOv17 und trOv17 die
Expression von CD86 und auch CD40 vermindern und die Expression von CDS80 nicht
beeinflussen.

CDS8G6 ist konstitutiv und schnell induzierbar auf professionellen APZ exprimiert (McAdam et
al. 1998). Die Expression wird im Verlaufe einer Immunantwort durch verschiedene Stimuli
verstiarkt bzw. induziert. Insbesondere IFN-y oder eine Stimulation von CD40 {iber CD40L
induzieren die Expression von CD86 (Kiener et al. 1995, Cella et al. 1996, Yokozeki et al.
1997). Im Gegensatz dazu inhibieren Zytokine wie IL-4, IL-10, TGF-f und TNF-o die
Expression von CD86 auf humanen Monozyten (Ding et al. 1993, Moore et al. 1993, Creery
et al. 1996). Die durch rOv17 und trOv17 induzierte verminderte CD86-Expression kann
daher durch eine fehlende Stimulation und / oder durch eine Inhibition der Expression von
CD86 bedingt sein. Da rOv17 und trOvl7 eine verstirkte TNF-o und IL-10 Produktion
induzieren, ist eine TNF-o/IL-10 induzierte verminderte Expression von CD86 sehr
wahrscheinlich.

Aber auch eine verminderte Stimulation von CD40 konnte als Ursache der verminderten
CD86-Expression zundchst nicht ausgeschlossen werden, insbesondere da gezeigt wurde, daf3
sich die kostimulatorischen Reaktionspartner CD86/CD80-CD28 und CD40-CD40L in ihrer
Expression gegenseitig beeinflussen (Caux et al. 1994, Kiener et al. 1995, Yin et al. 1999).
Dabei induziert eine Stimulation von CD28 der T-Zellen durch CD86/CD80 zunichst die
Expression von CD40L auf T-Zellen (Yang et al. 1996). CD40L stimuliert anschlieBend APZ
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durch die Bindung von CDA40, kostimulatorische Molekiile wie CD80 und CD86 zu
exprimieren (Caux et al. 1994, Cella et al. 1996). Diese gegenseitige Regulation der
Expression bedeutet, dal die durch rOvl7 und trOvl7 induzierte verminderte CD86-
Expression auch Folge einer verminderten Expression von CD40L auf T-Zellen sein kann. Sie
bedeutet aber auch, daB3 die durch rOv17 und trOv17 induzierte verminderte CD86-Expression
eine verminderte CD40L-Expression auf T-Zellen bedingt, so da3 rOv17 und trOv17 nicht nur
iber CD80 und CD28, sondern vermutlich auch iiber CD40 und CD40L die T-Zell-
Proliferation beeinflussen.

Die verminderte Expression von CD40 auf humanen Monozyten durch rOv17 und trOv17
bestitigt die Vermutung, daB rOvl7 und trOvl7 auch auf die Expression dieser
Kostimulatoren Einflu nehmen. Um jedoch den Einflul von rOv17 und trOv17 auf CD40-
CD40L beurteilen zu koénnen, sind weitere Untersuchungen nétig, die die Expression von
CDA40L charakterisieren, da die regulierte Grofle des CD40-CD40L-Reaktionspaares CD40L

auf den T-Zellen ist.

4.1.9 Neutralisationsstudien mit anti-IL-10 Ak

rOvl7 und trOvl7 induzieren eine verstirkte Bildung von IL-10, einem potenten
immunsupprimierend wirkenden Zytokin, welches auf eine Vielzahl von Immunfunktionen
deaktivierend wirkt. Die Bedeutung der durch rOv17 und trOv17 induzierten verstiarkten IL-
10 Produktion in Bezug auf die Modulation weiterer Inmunfunktionen, haben die Studien mit
neutralisierenden anti-IL-10 Ak verdeutlicht. So wird durch die Neutralisation von IL-10 die
durch rOv17 und trOv17 induzierte verminderte HLA-DR-Expression und die verminderte
Expression von CD40 und CD86 aufgehoben. Desweiteren induziert der Einsatz
neutralisierender anti-IL-10 Ak eine starke Stimulation der IFN-y Produktion. Im Gegensatz
dazu wird die verminderte IL-12 Produktion stimulierter humaner PBMC durch die
Neutralisation von IL-10 nicht beeinfluit. Auch in Bezug auf die polyklonal-stimulierte
Proliferation ist die alleinige Neutralisation der durch rOv17 und trOv17 induzierten IL-10-
Produktion nicht ausreichend, die verminderte Proliferation von humanen PBMC aufzuheben.
Die Charakterisierung der immunmodulierenden Wirkung von rOv17 und trOv17 belegt, dal3

beide O. volvulus Cystatine potente Immunmodulatoren sind (Abb. 32). Mit den in vitro
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Studien konnte erstmals ein einzelnes Parasitenprotein identifiziert werden, welches mit der
Induktion einer verminderten zelluldren Reaktivitit und einer verstirkten IL-10 Produktion
immunmodulierende Eigenschaften besitzt, die bislang nur als allgemeine Charakteristika des
Immunstatus eines GroBteils von filarieninfizierten Personen bekannt waren.

rOv17 und trOv17 beeinflussen eine Vielzahl von Immunfunktionen, die den Verlauf einer
Immunantwort bestimmen. rOv17 und trOv17 modulieren dabei Monozytenfunktionen, die
den Verlauf einer T-Zell-Aktivierung beeinflussen. So vermindern rOv17 und trOv17 die
Antigenprasentationskapazitit von Monozyten, modulieren deren Zytokinproduktion und
vermindern die Expression kostimulatorischer Signale. Die Fahigkeit von rOv17 und trOv17
die Antigenpridsentation von Monozyten zu beeinflussen, beruht darauf, die Aktivitit von
humanem Cathepsin L und S zu inhibieren und die Expression von HLA-DR zu supprimieren.
Desweiteren beeinflussen rOv17 und trOv17 die Bildung von TNF-a (1), IL-10 (1) und IL-
12 (V) und vermindern die Expression von CD40 und CD86. Die verminderte Expression von
HLA-DR, CD40 und CD86 ist dabei auf die rOv17 und trOv17 induzierte verstiarkte IL-10
Produktion zuriickzufiihren. Auch die verminderte IFN-y Produktion wird durch die
Neutralisation von IL-10 erhoht. Im Gegensatz dazu bleibt die verminderte IL-12 Produktion
und die verminderte polyklonal-stimulierte Proliferation humaner PBMC trotz Neutralisation
von IL-10 bestehen. Dies verdeutlicht, dal} nicht alle modulierenden Effekte von rOv17 und
trOv17 iber IL-10 vermittelt werden. Welche zusitzlichen Faktoren die durch rOv17 und
trOv17 induzierte verminderte polyklonal-stimulierte Proliferation bedingen, und welche
Bedeutung diesbeziiglich die verminderte IL-12 Produktion besitzt, kann noch nicht beurteilt

werden.

Die Bedeutung von IL-10 auf die Proliferation wurde bislang nur fiir die polyklonal-
stimulierte Proliferation untersucht. Die Charakterisierung der Bedeutung der erhéhten IL-10
Produktion fiir die antigenspezifische Proliferation steht noch aus. Da mit der Neutralisation
von IL-10 die durch rOv17 und trOv17 induzierte verminderte Expression von HLA-DR und
der kostimulatorischen Molekiile verhindert wird, ist durchaus denkbar, daf3 aufgrund der
verbesserten  Antigenprisentationskapazitit eine  Neutralisation von IL-10 im

antigenspezifischen System auch einen stimulierenden Effekt auf die Proliferation ausiibt.
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Die Hochregulation von IL-10 und die Induktion einer zelluldren Hyporeaktivitit sind
charakteristische Merkmale einer chronischen Filarieninfektion. Eine Korrelation zwischen
der IL-10 Produktion und der zelluldre Hyporeaktivitit dieser Personen wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Eine Korrelation beider Parameter haben Untersuchungen von King et
al. (1993) und Mahanty et al. (1995, 1996, 1997) gezeigt. Im Unterschied dazu fanden
Dimock et al. (1994), Sartono et al. (1995) und MacDonald et al. (1998) keine Korrelation
zwischen der IL-10 Produktion und der zelluldren Hyporeaktivitit. DaB3 die Hochregulation
von IL-10 aber dennoch an der Vermittlung der zelluldren Hyporeaktivitit beteiligt ist, zeigen
jingste Studien von Doetze et al. (2000), die belegen, dal nur eine gemeinsame Neutralisation

von IL-10 und TGF-B die zelluldre Hyporeaktivitit filarieninfizierter Personen autheben kann.

rOv17
trOv17

Inhibition von
CatLund S
HLA-DR *

TNF-OL* —> IL-10 *

Verminderte T-Zell-Proliferation

Abb. 32: Ubersicht iiber die immunmodulierenden Eigenschaften von rOv17 und trOv17.
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Die  Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen zur  Charakterisierung  der
immunmodulierenden Wirkung von rOv17 und trOv17 lassen keine Aussagen iiber einen
genauen Mechanismus zu, iiber den rOv17 und trOv17 ihre immunmodulierende Wirkung

entfalten. Deshalb konnen diesbeziiglich nur Hypothesen formuliert werden.

Hypothese 1)

Die durch rOv17 induzierte Immunmodulation ist auf die Inhibition der Aktivitit einer
Wirtscysteinprotease zurlickzufiihren (Abb. 33).

Die Bedeutung einer moglichen Interaktion von rOv17 mit Cysteinproteasen als Ursache fiir
die immunmodulierende Wirkung von rOv17 zu charakterisieren, war eine Zielstellung dieser
Arbeit. Cysteinproteasen, die bei der Vermittlung einer Immunantwort wichtige Funktionen
tibernehmen und deren Aktivitdt durch Cystatine reguliert wird, sind Cathepsine. Cathepsine
beeinflussen die Prozessierung von Antigen und vermitteln die Spaltung der invarianten
Kette. Aufgrund dieser Eigenschaften bestimmen Cathepsine die antigenpridsentierende
Funktion von APZ. Eine Interaktion von rOv1l7 mit der Aktivitit von humanen
Cysteinproteasen wiirde somit nur im Zusammenhang mit der Antigenprédsentation und der
antigenspezifisch-stimulierten Proliferation von Bedeutung sein.

Argumente, die die Hypothese einer moglichen Interaktion von rOv17 mit humanen
Cysteinproteasen unterstiitzten, waren die Fidhigkeit von rOv17, die Aktivitdit humaner
Cathepsine, wie Cathepsin L und S mit hoher Affinitit zu inhibieren, die Eigenschaft von
rOv17 die antigenspezifische Proliferation zu supprimieren und die Expression von HLA-DR
auf humanen Monozyten zu vermindern. Die vergleichenden Untersuchungen mit dem
verkiirzten, weniger aktiven trOv17 haben aber gezeigt, dal trOv17 trotz geringerer
inhibitorischer Potenz eine vergleichbare Inhibition der antigenspezifischen Proliferation
humaner PBMC und eine vergleichbar starke Suppression der HLA-DR-Expression induziert.
Wenn diese immunmodulierende Effekte von rOv17 und trOv17 auf eine Inhibition der
Aktivitdit von humanen Cathepsinen zuriickzufiihren sein soll, wére eine weniger starke
Beeinflussung dieser Immunfunktionen durch trOv17 zu vermuten gewesen. Es sei denn, es

gibt Cysteinproteasen (Cathepsine. Legumain), die im Verlauf der Immunantwort wichtige
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Funktionen ausiiben und die inhibitorische Potenz von trOv17 ausreichend ist, die Aktivitit
dieser Cysteinproteasen zu inhibieren.

Um die Bedeutung einer verminderten Antigenprdsentation im Zusammenhang mit der
verminderten antigenspezifischen Proliferation zu analysieren, wurde der Einflul von rOv17
auf die polyklonal-stimulierte Proliferation untersucht. rOv17 und trOv17 induzieren eine
vergleichbar starke Inhibition der antigenspezifischen und polyklonal-stimulierten
Proliferation humaner PBMC. Dies bedeutet, dall die Antigenprésentation im Zusammenhang
mit der verminderten T-Zell-Proliferation von untergeordneter Bedeutung ist und damit auch
eine mogliche Interaktion von rOv17 und trOv17 mit humanen Cysteinproteasen.

Auch die Suppression der durch rOv17 und trOv17 induzierten HLA-DR-Expression humaner
Monozyten ist nicht auf die Inhibition einer Wirtscysteinprotease zuriickzufiihren, da die
Neutralisationsstudien mit anti-IL-10 Ak gezeigt haben, daB3 die verminderte HLA-DR-
Expression Folge der erhohten IL-10 Produktion ist. Auch wenn die verminderte HLA-DR-
Expression nicht auf die Inhibition der Aktivitit li-degradierender Cysteinproteasen durch
rOv17 und trOv17 zuriickzufiihren ist, schliet dies jedoch nicht aus, dal rOv17 und trOv17

eine verminderte Generierung und Expression von Peptid-MHC-II-Komplexen induzieren.

Auch wenn die Ergebnisse der in vitro Studien eine Inhibition der Aktivitit von
Cysteinproteasen durch rOv17 und trOv17 als Ursache der Immunmodulation als weniger
bedeutsam erscheinen lassen, ist jedoch zu beriicksichtigen, daf3 sich die immunmodulierende
Wirkung von Onchocystatin auf die Antigenprisentation in vivo im Vergleich zu den in vitro
Studien unterscheiden kann. Da O. volvulus in der Unterhaut des Wirtes lebt, wird
Onchocystatin mit den hier vorhandenen APZ, wie Makrophagen, Histiozyten und DZ
(Langerhans Zellen) interagieren. In den in vitro Studien wurde bislang nur der Einflu} auf
Monozyten untersucht. Da DZ die potentesten APZ sind (Cella et al. 1997), deren Reifung u.
a. durch die Aktivitit von Cystatin C reguliert wird (Pierre und Mellman 1998), ist denkbar,
dal} eine Beeintrichtigung der antigenpréisentierenden Funktion von DZ durch Onchocystatin
als Cysteinproteasen-Inhibitor eine in vivo Relevanz bei der Entwicklung einer zelluldren

Hyporeaktivitit besitzt.
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Abb. 33: Generierung von Peptid-beladenen MHC-II-Komplexen unter Beteiligung von Cathepsinen und
mogliche Beeinflussung dieser Funktion durch rOv17 und trOvl7. Cat: Cathepsin, Leg: Legumain, li:
invariante Kette, Clip: class-II associated invariant chain peptide, of:. MHC-II-Molekiil,aB-li: li-assoziiertes
MHC-II-Molekiil, of-lip10: li-Fragment pl0-assoziiertes MHC-II-Molekiil, af-Clip: Clip-assoziierte MHC-II-
Molekiile.

Die Bildung von Peptid-beladenen MHC-II-Komplexen ist die Voraussetzung fiir eine erfolgreiche
antigenspezifische Immunantwort. Cathepsine erfiillen hierbei zwei wichtige katalytische Prozesse. Zum ersten
prozessieren Cathepsine im endosomal-lysosomalen Kompartiment Antigen und generieren Peptide, die
anschlieend, gebunden an MHC-II-Molekiile, auf der Oberfliche der APZ présentiert werden. Zum zweiten
vermitteln Cathepsine die Prozessierung der MHC-II-assoziierten invarianten Kette, die zur Bildung Clip-
assoziierter MHC-II-Molekiile fiihrt. Die Generierung von Clip, welches die antigene Bindungsgrube der MHC-
II-Molekiile blockiert, ermdglicht anschlieBend die Beladung von MHC-II-Molekiilen mit antigenen Peptiden.
Dabei wird Clip unter Beteiligung der MHC-II-dhnlichen Molekiile HLA-DM und HLA-DO gegen das antigene
Peptid ausgetauscht. Das Peptid-beladene MHC-II-Molekiil kann nun auf der Oberfliche der APZ prasentiert
werden und die antigenspezifische Immunantwort induzieren. An der Prozessierung von li sind Aspartyl- und
Cysteinproteasen beteiligt. Die vollstdndige Prozessierung von li zum MHC-II-assoziierten Clip-Fragment erfolgt
jedoch unter Beteiligung spezifischer Cysteinproteasen. So vermittelt Cathepsin S die Generierung von Clip in B-
Zellen und DZ, Cathepsin L in Thymusepithelzellen und Cathepsin F in Makrophagen.

Eine Inhibition der Aktivitit von Cysteinproteasen durch rOv17 und trOv17 konnte daher zu einer Beeinflussung
der Prozessierung von Antigen und zu einer Behinderung der Beladung von MHC-II-Molekiilen mit antigenen

Peptiden fiihren, in deren Folge die Priasentation der APZ vermindert ist.
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Hypothese 2)

Die immunmodulierenden Eigenschaften von rOv17 und trOv17 sind unabhdngig von ihrer
Funktion als Cysteinproteasen-Inhibitor und sind rezeptorvermittelt.

Aufgrund der Komplexitit der immunmodulierenden Effekte von rOv17 und der
gleichermallen potenten Immunmodulation durch das verkiirzte trOv17 und die Eigenschaft
von rOvl7 und trOv17, bereits in sehr niedrigen Konzentrationen eine potente
immunmodulierende Wirkung zu entfalten, lassen die Hypothese einer rezeptorvermittelten
Wirkung von rOv17 und trOv17 zu. Demnach wiirde durch die Bindung von rOv17 und
trOvl7 an bestimmte Rezeptoren humaner Monozyten eine Stimulation dieser Zellen
erfolgen, die durch eine Hochregulation von TNF-a gekennzeichnet ist, die im weiteren von
einer verstirkten IL-10 und einer verminderten HLA-DR- und CD86-Expression gefolgt wird.
In Folge wird zusammen mit weiteren, noch nicht bekannten Faktoren, eine Suppression der
Immunantwort induziert. Aufgrund der Ahnlichkeiten des modulierenden Potentials von
rOv17/trOv17 und dem Endotoxin LPS, wiére es durchaus moglich, dal rOv17/trOv17 ihre
Wirkung iiber dhnliche Mechanismen entfalten. LPS vermittelt seine immunmodulierende
Wirkung auf Monozyten durch die Bindung an CD14/(LBP), B2-Integrinen (CD11/CD18) und
die Toll-like Rezeptoren (TLR) 2 und 4 (Wrigth et al. 1990, Poltorak et al. 1994, Flaherty et
al. 1997, Yang et al. 1998). Die Eigenschaft dieser Rezeptoren, unterschiedlich strukturierte
Liganden zu binden (Wright 1995, Takeuchi et al. 1999, Ulevitch et al. 1999), konnte eine
Interaktion dieser Rezeptoren mit rOv17 und trOv17 ermdglichen.

Die Hypothese der rezeptorvermittelten Immunmodulation von rOv17 und trOv17 liefert auch
eine mogliche Erkldrung fiir die teilweise potentere immunmodulierende Wirkung des
verkiirzten trOv1l7. Demzufolge konnte eine hohere Affinitdt von trOvl7 zu den
entsprechenden Rezeptoren eine stirkere Signalwirkung zur Folge haben und eine im
Vergleich zum rOv17 stirkere Immunmodulation bedingen.

Falls sich diese Hypothese bestitigt, wiirde dies bedeuten, dall Parasiten und bakterielle

Erreger dhnliche Mechanismen benutzen, um die Immunantwort ihrer Wirte zu modulieren.
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Hypothese 3)

rOvl7 und trOv17 interagieren aufgrund von Sequenzhomologien mit der Funktion der
humanen mitogen-und streBaktivierten Proteinkinase-1 (MSK1) oder aber mit dem humanen
MPM2-reaktiven Phosphoprotein-1.

Ein Aminosduresequenzabgleich von Onchocystatin mit Proteinen der Swisspir-Datenbank
hat neben den erwarteten Sequzenzhomologien zu anderen Cystatinen eine Sequenzhomologie
mit der humanen MSK1 und mit dem humanen MPM2-reaktiven Phosphoprotein 1 ergeben
(Abb. 34). Die Homologie von Onchocystatin zur MSK1 befindet sich am C-Terminus im
Bereich der AS 116 bis 162 und betragt 29%. Mit dem MPM2-reaktiven Phosphoprotein 1
weist Onchocystatin drei homologe Bereiche auf. Der erste umfaf3t den Bereich zwischen den
AS 33 und 83 und weist eine Homologie von 23% auf, der zweite Bereich mit 38%
Homologie umfafit die AS 76 bis 96 und der dritte Bereich mit einer Homologie von 27%
umfalit die AS 101 bis 129.

MSKI1 ist eine Proteinkinase, die die Aktivierung des Transkriptionstfaktors CREB (cAMP
response element-binding protein) vermittelt (Deak et al. 1998). MSKI1 ist ein in vielen
Geweben exprimiertes Enzym und ist im Zellkern lokalisiert.

Das MPM2-reaktive Phosphoprotein 1 ist ebenfalls im Zellkern lokalisiert und ist an der
Mitose von Zellen beteiligt (Westerndorf et al. 1994).

Da nicht bekannt ist, welche Strukturmerkmale fiir die Funktion des MPP1 und des MPM2-
reaktiven Phosphoprotein 1 entscheidend sind, kann {iber die Bedeutung der homologen
Bereiche des Onchocystatins mit diesen humanen Proteinen keine Aussage gemacht werden.
Weiterhin wiirde eine Interaktion von rOv17 und trOv17 mit der MPP1 und dem MPM2-
reaktiven Phosphoprotein 1 voraussetzen, daf3 rOv17 und trOv17 bzw. Onchocystatin in den
Zellkern der Zelle gelangen mull, um hier modulierend wirken zu konnen. Desweiteren ist

nicht bekannt, welche Bedeutung diese Proteine fiir Monozyten haben.



Diskussion 79

10 20 30 40 50 60
MLTIKDGTLLIHLLLFSVVALVQLQGAKSARAKNPSKMESKTGENQDRPVLLGGWEDRDP
70 80 90 100 110 120
KDEEILELLPSILMKVNEQSNDEYHLMPIKLLKVSSQVVAGVKYKMDVQVARSQCKKSSN
130 140 150 160
EKVDLTKCKKLEGHPEKVMTLEVWEKPWENFMRVEILGTKEV

10 20 30 40 50 60

MLTIKDGTLLIHLLLFSVVALVQLQGAKSARAKNPSKMESKTGENQDRPVLLGGWEDRDP

70 80 90 100 110 120

KDEEILELLPSILMKVNEQSNDEYHLMPIKLLKVSSQVVAGVKYKMDVQVARSQCKKSSN

130 140 150 160

EKVDLTKCKKLEGHPEKVMTLEVWEKPWENFMRVEILGTKEV

Abb. 34: Homologe Aminosiuresequenzabschnitte von Onchocystatin mit der humanen MSK 1 und dem
humanen MPM2-reaktiven Phosphoprotein 1. Der Aminosiureabgleich mit Proteinen der Swisspir-Datenbank
hat eine Sequenzhomologie von Onchocystatin mit der humanen MSK 1 und dem humanem MPM2-reaktiven
Phosphoprotein 1 ergeben. A: Aminosduresequenzédhnlichkeit von Onchocystatin mit der humanen MSK 1. Der
grau unterlegte Bereich kennzeichnet den Sequenzabschnitt (AS 116 bis 162), in dem Onchocystatin mit der
MSK1 zu 29% homolog ist. B: Aminoséuresequenzéhnlichkeit von Onchocystatin mit dem humanen MPM2-
reaktiven Phosphoprotein 1. Die 3 grau unterlegten Bereiche kennzeichnen die Sequenzabschnitte in denen
Onchocystatin Homologien zum humanem MPM2-reaktiven Phosphoprotein 1 besitzt. Der erste Bereich umfaf3t
die AS 33 bis 83 und weist eine Homologie von 23% auf. Der zweite Bereich umfafit die AS 76 bis 96 und
besitzt eine Homologie von 38%, der dritte Bereich umfafit die AS 101 bis 129 und hat eine Homologie von

27%. Unterstrichen dargestellt ist die Signalsequenz von Onchocystatin.
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4.2 Charakterisierung des Kontrollproteins rOv33

rOv33 wurde als Kontrollprotein gewihlt, da es ein Parasitenprotein der Filarie O. volvulus
ist, welches strukturell charakterisiert worden war und welches uns fiir die Klonierung und
Expression in E. coli zur Verfligung stand. rOv33 wurde erstmals von Lucius et al. (1988)
beschrieben und hat strukturell Ahnlichkeit mit Aspartylproteasen-Inhibitoren (Willenbucher
et al. 1993). rOv33 ist in der Hypodermis und in den Reproduktionsorganen der Filarien
lokalisiert und ist eine Komponente des E/S-Produktes.

rOv33 wurde als Kontrolle vergleichend zum rOv17 und trOv17 in allen Untersuchungen
getestet. Die Ergebnisse zeigen, dafl rOv33 die polyklonal-stimulierte Proliferation und auch
die Zytokinproduktion humaner PBMC beeinflufit. Es konnte nicht geklart werden, ob es sich
um einen rOv33-spezifischen Effekt oder um einen immunmodulierenden Effekt, des die
Proteinfraktion kontaminierenden LPS handelt.

Die vergleichenden Untersuchungen mit rOv33 haben aber dennoch bestitigt, da3 die durch

rOv17 und trOv17 induzierten Effekte rOv17- bzw. trOv17 spezifisch sind.

4.3 Vergleichende Untersuchungen von rOv17, trOv17 und LPS

LPS ist Grundbaustein der Bakterienzellwand gramnegativer Bakterien und wirkt bereits im
pg-Bereich immunmodulatorisch. Die Stimulation von Monozyten und Makrophagen durch
LPS fiihrt zunéchst zu einer Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie TNF-o, IL-1, IL-
6 und IL-8 (Morrison et al. 1987). Dieser proinflammatorische Reaktionsstatus der
Monozyten wird im weiteren Verlauf von einem antiinflammatorischen Reaktionsstatus
(Endotoxintoleranz) abgeldst, der durch die Bildung von IL-10 und IL-1RA und durch eine
verminderte Expression von MHC-II und von kostimulatorischen Signalen charakterisiert ist
(Andersson et al. 1992, Howard et al. 1992, Randow et al. 1995, Wolk et al. 2000).

Aufgrund der prokaryotischen Expression von rOvl17, trOvl7 und rOv33 enthalten die
aufgereinigten Proteinfraktionen LPS. Um einen mdglichen EinfluB von LPS auf die
immunmodulierende Wirkung der rekombinanten Proteine beurteilen zu konnen, wurde die
LPS-Konzentration, die durch den Einsatz der rekombianten Proteine in die Zellkultur

verursacht wurde, bestimmt. Die Bestimmung des LPS-Gehaltes in der Zellkultur
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verdeutlicht, daB mit dem Einsatz der rekombinanten Proteine ein LPS-Eintrag in die
Zellkultur mit bereits wirksamen pg-Mengen erfolgte. Die Bestimmung des LPS-Gehaltes
verdeutlicht aber auch, dal mit dem Einsatz von rO17 im Vergleich zum trOv17 und der
Kontrolle rOv33 der niedrigste LPS-Eintrag in die Zellkultur verbunden war, so dal3
vergleichend zur Kontrolle rOv33 die beschriebenen immunmodulierenden Effekte von rOv17
vermutlich nicht auf die LPS-Kontamination von rOv17 zurlickzufiihren sind. Mit dem
Einsatz von trOv17 war im Vergleich zum rOv1l7 eine hohere LPS-Kontamination der
Zellkulturansédtze verbunden, ein Umstand, der den direkten Vergleich der durch rOv17 und
trOvl7 induzierten immunmodulierenden Effekte erschwert. Die vergleichenden
Untersuchungen der Ergebnisse von trOv17 mit der Kontrolle rOv33, die eine vergleichbare
LPS-Kontamination verursacht, zeigen jedoch, da3 auch durch trOv17 eine Immunmodulation
induziert wird, die nicht ausschliefSlich auf deren LPS-Gehalt zuriickzufiihren ist.

Um den Einflu8 der LPS-Kontamination der rekombinanten Proteine besser charakterisieren
zu konnen, wurde vergleichend zum rOv17, trOv17 und rOv33 eine zusétzliche E. coli LPS-
Kontrolle (0127 B8) getestet. Diese LPS-Kontrolle induziert in entsprechender Konzentration
keine vergleichbar starke Immunmodulation wie rOv17 und trOv17. Es ist jedoch zu
berticksichtigen, dal} eine abschlieBende Beurteilung dieser Ergebnisse nicht moglich ist, da
jingste Untersuchungen gezeigt haben, dal3 sich das immunmodulierende Potential von LPS
von unterschiedlichen E. coli-Stimme unterscheidet (miindliche Mitteilung von Prof.
Hartung, Universitidt Konstanz). Da als reine LPS-Kontrolle LPS von einem anderen E. coli-
Stamm (0127 B8) verwendet wurde, konnen diese Ergebnisse nur als Anhaltspunkt dienen.
Ein weiterer Versuch, einen moglichen EinfluB von LPS auszuschlieen, beinhaltete den
Einsatz eines LPS-neutralisierenden Proteins, BPI (bactericidal / permeability—increasing
protein). Unter Verwendung von BPI wurde das immunmodulierende Potential von rOv17
und trOv17 auf die IL-10 Produktion humaner unstimulierter PBMC und die HLA-DR-
Expression humaner Monozyten untersucht (Ergebnisse nicht gezeigt). In Anwesenheit des
LPS-neutralisierenden Proteins BPI konnte der durch rOv17 induzierte Effekt auf die IL-10
Produktion und die HLA-DR-Expression fast vollstdndig aufgehoben werden, was zunichst
vermuten lie3, da3 die beschriebenen immunmodulierenden Effekte von rOv17 auf deren
LPS-Gehalt zuriickzufiihren ist. Um bei der Beurteilung dieser Ergebnisse einen moglichen

Einflu3 von BPI auf die Wirksamkeit von rOv17 auszuschliefen, wurde die inhibitorische
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Aktivitdit von rOv17 gegeniiber humanem Cathepsin L mit und ohne BPI untersucht. Im
Ergebnis dieser Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal BPI die inhibitorische
Wirksamkeit von rOv17 gegeniiber Cathepsin L um 60% vermindert. Aufgrund der
Interaktion von BPI mit rOv17, ist daher auch mit dieser Untersuchung keine zuverlédssige
Beurteilung des Einflusses der LPS-Kontamination der rekombinanten Proteine auf die

immunmodulierenden Eigenschaften von rOv17 und trOv17 méglich.

Im Ergebnis der verschiedenen Untersuchungen, mit dem Ziel, den Einflull des LPS-Gehaltes
der rekombinanten Proteine auf deren immunmodulierenden Potential quantifizieren zu
konnen, wird deutlich, da3 der Vergleich mit der Kontrolle rOv33 in diesem Zusammenhang

am aussagekriftigsten ist.
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S SCHLUBFOLGERUNG

Die in vitro Studien mit den rekombinant hergestellten O. volvulus Cystatinen verdeutlichen,
daB Onchocystatin ein potentes immunmodulierendes Parasitenprotein ist. In seiner
Gesamtheit wirken die rekombinanten O. volvulus Cystatine supprimierend und deaktivierend
auf den Verlauf einer Immunantwort. Die rekombianten O. volvulus Cystatine modulieren
dabei Effektormechanismen der Monozyten, die den Verlauf einer T-Zell-Aktivierung
beeinflussen. Fiir das native Onchocystatin kann geschluf3folgert werden, dal3 es vermutlich an
der Herausbildung und der Erhaltung eines fiir die chronische Filarieninfektion
charakteristischen hyporeaktiven Immunstatus beteiligt ist.

Hinsichtlich des auslosenden Mechanismus der rOvl7 und trOv17 induzierten
Immunmodulation konnte keine abschlieBende Erkldrung gefunden werden. Eine mdogliche
Bedeutung einer Interaktion von rOv17 und trOv17 mit Cysteinproteasen fiir die Modulation
der antigenspezifischen Immunantwort kann nicht vollstdndig ausgeschlossen werden. Die
Modulation der Zytokinproduktion und die Beeinflussung der Expression von
Oberflichenmolekiilen verdeutlichen jedoch, daB3 rOv17 und trOv17 auch unabhédngig von

ithrer Funktion als Cysteinproteasen-Inhibitoren immunmodulierend wirksam sind.

Die Untersuchung der immunmodulierenden Eigenschaften der rekombinanten O. volvulus
Cystatine hat einige wesentliche, aber dennoch nicht alle Faktoren des komplexen
immunmodulierenden Geschehens aufgeklért. Insbesondere die Faktoren, die an der Induktion
der durch rOv17 und trOv17 induzierten zelluldiren Hyporeaktivitéit beteiligt sind, sind noch
nicht ausreichend charakterisiert. Daher sollte die Suche nach weiteren immunmodulierenden
Eigenschaften und die Suche nach dem auslosenden Mechanismus Ziel kiinftiger
Untersuchungen sein. Um die in vivo Relevanz der immunmodulierenden Wirkung des O.
volvulus Cystatins besser charakterisieren zu konnen, sollte der EinfluB von O. volvulus
Cystatin auf die Funktion verschiedener APZ unter Verwendung eines eukaroytisch

exprimierten O. volvulus Cystatin oder des nativen Onchocystatin untersucht werden.
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Material und Methoden

6 MATERIAL UND METHODEN
6.1 Material

6.1.1 Laborgerite

Beta-counter

ELISA-Reader MRX
ELISA-Waschgerit
Lumineszenz Spektrophotometer
Fluoroscan I1
Fluoreszenzphotometer SFM 25
Invers-Mikroskop
Kiihlzentrifuge 5415 C
Kiihlzentrifuge 5810 R
Magnetriihrer

Mikroskop
Neubauer-Zahlkammer
Peristaltische Pumpe

pH-Meter 526
Prézisionspipetten
Schiittelinkubator
Spektralphothometer Hitachi U 2000
Thermocycler

Thermocycler PCR System 9700
Tischzentrifuge 5415 C
Ultraschallgerdat HD 200

Video-Dokumentationsgerit E.A.S.Y.RH

Wasserbad DC3
Zell-Ernter
6.1.2 Verbrauchsmaterialien

Dialyse-Schlduche
Einwegkaniilen
Einwegpasteurpipetten
Einwegspritzen

ELISA-Platten (Maxisorp)
Gel-Blotting-Papier
Nitrozellulosemembran (0,2 pm)
Petrischalen

Pipettenspitzen
Polypropylen-Roéhrchen (12, 14, 50 ml)
Reaktionsgefdfie (1,5 und 2,0 ml)
Reaktionsgefife (0,2 und 0,5 ml)

Wallac, Finnland
Dynatech, Denkendorf
Dynatech, Denkendorf
Perkin Elmer, Langen
Labsystems, Frankfurt
BIO-TEK, Neufahrn
Leica, Wetzlar

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

IKA Labortechnik, Staufen
Zeiss, Oberkochen

Migge, Heidelberg
BIORAD, Miinchen
WTW, Weilheim
Eppendorf, Hamburg

New Brunswick, Niirtingen
Colora Meftechnik, Lorch
Eppendorf, Hamburg
Perkin Elmer, Langen
Eppendorf, Hamburg
Heinemann, Schw. Gmiind
Herolab, Wiesloch

Haake, Karlsruhe

Wallac, Finnland

Serva, Heidelberg
Braun, Melsungen
Greiner, Niirtingen
Braun, Melsungen
Nunc, Wiesbaden

Schleicher & Schuell, Dassel

Pharmacia, Freiburg
Greiner, Niirtingen
Greiner, Niirtingen
Greiner, Niirtingen
Greiner, Niirtingen
Biozym, Oldendorf

Sterilfilter (0,2 — 0,45 um) Schleicher & Schuell, Dassel
VS+ Saulen Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Zellkulturplatten Costar, Bodenheim
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6.1.3 Reagenzien

3H-Thymidin
Acrylamid-Bisacrylamid-Ldsung
Agarose

Antibiotika

Anti-CD3 Ak (Orthoclone-Okt3)
Agar

Beriglobin (OBAE 30)
Brij 35

BSA

Chemikalien
DNA-Marker BioSizer II/V
dNTP

E 64d

EDTA

EGTA

Eiweifcystatin
Ethidiumbromid

FCS

Ficoll Paque
Fluoreszenzsubstrate
Glasfaserfilter
Hefeextrakt

L-Glutamin

LPS (E. coli 0127 BY)
B-Mercaptoethanol
Metofane (Metoxyfluran)
Milchpulver
MW-Standard (mid range)
MW-Standard vorgefarbt
Ni-NTA-Agarose
Oligonukleotide (Primer)
Oligonukleotide (Primer)
Organische Losungsmittel
Penicillin-Streptomycin-Stammldsung
PHA

Protein-Marker
Quenching Reagenz
RPMI 1640

RPMI (VLE) 1640
Squalan

Synperonic L101
Szintillationsmembran
TMB-Substrat

Triton X-100

Trypanblau

Trypton

Tween

6.1.4 Enzyme

DNase, RNase

T4 DNA-Ligase
DNA-Restriktionsenzyme
Taq-Polymerase
Lysozym

Papain

ICN, Eschwege

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Janssen-Cilag, Neuss
AppliChem, Darmstadt
Centeon,

Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

AGS, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Bachem, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Biochrom KG, Berlin
Pharmacia, Freiburg
Bachem, Heidelberg
Wallac, Finnland
AppliChem, Darmstadt
Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Janssen-Cilag, Neuss
Fluka, Deisenhofen
Promega, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Quiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe
TIBMOL BIOL, Berli
Merck, Darmstadt
Gibco BRL, Karlruhe
Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg
OPREGEN Pharma, Heidelberg
Gibco BRL, Karlsruhe
Biochrom KG, Berlin
Fluka, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Wallac, Finnland
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Boehringer Mannheim, Mannheim
New England Biolab, USA

AGS, Heidelberg

Gibco BRL, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
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Humanes Cathepsin L CALBIOCHEM, Bad Soden
Humanes Cathepsin B Sigma, Deisenhofen
Humanes Cathepsin S Prof. Wiederanders, Institut fiir

Biochemie Universitétsklinik Jena

6.1.5 Kommerzielle Kits
Gel-Extraktionskit QUIAEXII Quiagen, Hilden
Plasmid-Mini-Kit Quiagen, Hilden
Plasmid-Midi-Kit Quiagen, Hilden
Duoset (IFN-y, TGF-B) R & D System, Wiesbaden-Nordenstadt
IL-10-Kit R & D System, Wiesbaden-Nordenstadt
OptEIA™ (IL-10, IL-12, IL-12p40, IFN-y, TNF-o,, TGF-B) Pharmingen, Hamburg
BCA-Test -Pierce, USA
pGEM T-Easy Promega, Mannheim
Quantitativer Chromogener LAL-Test BioWhittaker, Verviers, Belgien
6.1.6 Primer
Ovl7
forward (Ov17 Start): 5'-GTTCAGTTGCAAGGAGCC- 3'-
reverse (Ov17 Ende) 5'-TCATACTTCTTTTGTTCCC- 3'-
Ov33
forward (33 f5) 5'-CCATGGAGCTCGGTGTAGTAAAAAGGTACAATAAACGT- 3'
reverse (33 £37) 5'-CACCCGTCGACCATAGATTGCGACGCAGAAATG- 3
6.1.7 Agarosegel-Elektrophorese-Puffer
10x TBE IM Tris-HCI
IM Borséure
20 mM EDTA (pH 8,0)
10x TAE 400 mM Tris-Ac
10 mM EDTA (pH 8,0)
1,14% Eisessig
TE-Puffer 10 mM Tris-HCl
10 mM EDTA (pH 8,0)
6x Probenpuffer 0,25% Bromphenolblau
0,25% Xylen-Cyanol FF
30% Glycerol
in H20
EtBr-Losung 10 mg/ml in H,O
6.1.8 Puffer fiir Kleine Plasmidpriparation
Lysispuffer 10 mM Tris
1 mM EDTA
100 mM NaOH
0,5% SDS
0,5 mg/ml RNase (frisch zusetzen)

Kaliumazetat/Essigsdure 3iM Kaliumazetat, pH 6,0
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6.1.9 Plasmide, cDNA und E. coli-Staimme

E. coli Stimme
DHS5 o

XL-1 Blue

BL21 (DE3)
BL21 (DE3) pLys S
Plasmide
pBlueskript (SK+)
pET 28
Ov33-pGEX
c¢DNA

L3 cDNA-Bank

6.1.10 Bakterien-Kulturmedien

LB-Medium

LB-Platten

SOB-Medium

SOC-Medium

TB-Puffer

X-Gal-Stammldsung

IPTG-Stammldsung

6.1.11 Antibiotika

Ampicillin
Kanamycin
Chloramphenikol

Stratagen, Heidelberg
Stratagen, Heidelberg
Novabiochem, Bad Soden
Novabiochem, Bad Soden

Stratagen, Heidelberg
Novabiochem, Bad Soden
Thomas Pogonka, HU-Berlin

Dr. St. A. Williams, Northampton

10g NaCl

10g Trypton
5g Hefeextrakt
ad 11 mit H,O, pH 7,5
autoklavieren

LB-Medium
1,5 % Agar
autoklavieren

20g Trypton

5g Hefeextrakt
0,5¢g NaCl

10 ml KCI1 (250 mM)
ad 995 ml H,O

pH 7,0

autoklavieren

5 ml sterile 2 mM MgCl,

SOB-Medium
10 mM sterilfiltrierte Glukose

10 mM PIPES

15 mM CaCl,

250 mM KCl

pH 6,7 (mit KOH einstellen)
55 mM MgCl,

sterilfiltrieren

20 mg/ml in Dimethyl-Formamid

1 M in H,O

50 mg/ml in H,O
10 mg/ml in H,O
34 mg/ml in Ethanol
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6.1.12 Puffer fiir Loslichkeitstest
1) PBS /0,1% Triton PBS mit 0,5 M NaCl
0,1% Triton X-100
pH 8,0
2) Imidazol-Puffer 5 mM Imidazol
0,5M NaCl[]
20mM Tris-HCl
pH 7,9
3) Harnstoft-Puffer 6M Harnstoff
100 mM NaH2PO4
10 mM Tris-HCL
pH 8.0
6.1.13 Puffer fiir die affinititschromatographische Aufreinigung von rOv17, trOv17 und
rOv33
Denaturierende Aufreinigung
Puffer A: (Bindungspuffer) 6 M Guanidinium-HCI
100 mM NaH,PO,
10 mM Tris-HCL
pH 8.0
Puffer B: (Waschpuffer) 6M Harnstoff
100 mM NaH,PO,
10 mM Tris-HCL
pH 8.0
Puffer C: (Waschpuffer) Puffer B
pH 6,3
Puffer D: (Waschpuffer) Puffer B
pH 5,9
Puffer E: (Elutionspuffer) Puffer B
pH 4,5
Native Aufreinigung
A) Imidazolaufreinigung
Bindungspuffer 5 mM Imidazol
0,5M NaCl
20mM Tris-HCl
pH 7,9
Waschpuffer 60 mM Imidazol
0,5M NaCl
20 mM Tris-HCl
pH 7,9
Elutionspuffer 1M Imidazol
0,5M NaCl
20 mM Tris-HCl

pH 7,9
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B) Aufreinigung mit PBS/Triton X-100

Bindungspuffer PBS mit 0,5 M NaCl
0,1% Triton X-100
pH 8,0

Waschpuffer PBS mit 0,5 M NaCl
0,01% Triton X-100
pH 5,0

Elutionspuffer PBS mit 0,5 M NacCl

0,01% Triton X-100
pH 4,5

6.1.14 SDS-PAGE-Pufferlosungen
Acrylamid-Stammlosung (30%) 292 ¢ Acrylamid

0,8 ¢g Bisacrylamid
ad 100 ml H,O

Acrylamidgel-Gebrauchslosung

4% 14% 16%
Acrylamid (30%) 2,7 ml 9,4 ml 10,7 ml
H20 12 ml 5,4 ml 4 ml
0,5 M Tris (pH 6,8) 5 ml - -
1,5 M Tris (pH 8,8) - 5ml 5ml
SDS (10%) 200 pl 200 pul 200 pl
Temed 40 pl 10 pl 10 ul
10% APS auf 1% frisch zusetzen auf 1% frisch zusetzen auf 1% frisch zusetzen
APS 10% in H20
2x SDS-Probenpuffer 20% Glycerin
4% SDS
1,5% Bromphenolblau
125 mM Tris-HCI, pH 6,8
10% B-Mercaptoethanol
2 mM PMSF
Laemmli-Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS
Farbelosung 20% Ethanol
10% Essigsdure
0,1% Coomassie Blau R-250
in Hzo
Entfarber 20% Ethanol
10% Essigsdure

in Hzo
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6.1.15 Puffer fiir Transfer und Western-Blot

Transferpuffer

10x TBS

Ponceau-Firbelosung

BSA/TBS

Peroxidase-Substratlosung

6.1.16 Puffer fiir ELISA

Beschichtungspuffer
Blockierungspuffer
Waschpuffer

TMB-Substratlosung

Stoplosung

6.1.17 Antikorper und Konjugate

rOv17 Kaninchenserum

monoklonaler Maus-anti-rOv33 IgG;-Ak (IVA7)
Ziege-anti-Maus [gG+IgM (H+L) Pox-konjugiert
Ziege-anti-Kaninchen IgG+IgM (H+L) Pox-konjugiert
monoklonaler Maus anti-humane-IL-10 Ak (IgG;)
Maus IgG, Kontrollantikérper

PE-konjugierte anti-humane HLA-DR Ak (Klon L243)
FITC-konjugierte anti-humane CD80 Ak (Klon BB1)
PE-konjugierte anti-humane CD86 Ak (Klon 2331)
FITC-konjugierte anti-humane CD40 Ak (Klon 5C3)
PE-Cy5-konjugiert anti-humane CD14 Ak (Klon RMO52)
FITC-konjugierte anti-humane CD14 Ak (UCHM-1)
FITC-konjugierte Maus IgG1 Ak (Klon 679.1Mc7)
PE-konjugierte Maus 1gG2a Ak (Klon X39)
anti-humane CD3 Ak (Orthoclone-Okt3)

anti-humane CD28 Ak (Klon CD28.2)

50 mM Tris

380 mM Glycin

0,1% SDS

20% Methanol

IM NaCl

50 mM Tris

pH 7,4

2% Ponceau

30% Trichloressigséure
30% Sulfobenzoesaure

3% BSA in TBS[I[]

10 ml TBS
600 pl aus 0,3% Chlornaphtol
5 }.Ll aus 30% H202

02M Carbonatpuffer, pH 9,0
3% BSA in PBS
PBS /0,025% Tween 20

1 mg TMB in 100 ul DMSO
9,9 ml 100 mM Na-Azetat

1 M H,S0O,

Charles River, Kisslegg

R. Lucius, HU-Berlin

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Robert Sabat, Charité-Berlin

R & D System, Wiesbaden-Nordenstadt
Becton Dickenson, Heidelberg
Pharmingen, Hamburg
Pharmingen, Hamburg
Pharmingen, Hamburg

Coulter Immunotech, Heidelberg
Dianova, Hamburg

Coulter Immunotech, Heidelberg
Becton Dickenson, Heidelberg
Janssen-Cilag, Neuss
Pharmingen, Hamburg
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6.1.18 Puffer und Losungen fiir kinetische Messungen mit rOv17 und trOv17

Probenpuffer

Papain-Probenpuffer

Cathepsin S-Probenpuffer

Cathepsin L-Probenpuffer

Cathepsin B-Probenpuffer

Cysteinproteasen-Stammlosung (EwC-titrierte Konzentration)

Cathepsin B
Cathepsin L
Cathepsin S
Papain

4 mM EDTA

4 mM DTT (frisch zusetzen)
0,01% Brij 35

pH 6,8

13 mM KzHPO4

87 mM KH2P04

5mM EDTA

5 mM DTT (frisch zusetzen)
0,01% Brij 35

pH 6,0

340 mM Na-Azetat

60 mM Essigsédure

4 mM EDTA

8§ mM DTT (frisch zusetzen)
0,01% Brij 35

pHS,5

48 mM NazHPO4

4 mM EDTA
8 mM DTT
0,01% Brij 35
pH 6,0

0,12 uM (E64-titriert)
0,85 uM

0,67 uM

1,5 uM

Cysteinproteasen-Arbeitslosung fiir Ki-Wert Bestimmung (EwC-titrierte Konzentration)

Cathepsin B
Cathepsin L
Cathepsin S
Papain

Substrat-Stammlésungen

Z-Val-Val-Arg-AMC (Cathepsin S)
Z-Phe-Arg-AMC (Cathepsin L)
Z-Arg-Arg-AMC (Cathepsin B)
Z-Phe-Arg-AMC (Papain)

Substrat-Arbeitslosungen fiir K-Wert Bestimmung

Z-Val-Val-Arg-AMC (Cathepsin S)
Z-Phe-Arg-AMC (Cathepsin L)
Z-Arg-Arg-AMC (Cathepsin B)
Z-Phe-Arg-AMC (Papain)

117 nM (E64-titriert)
11,3 nM

9,0 nM

10,0 nM

10 mM in DMSO
10 mM in DMSO
10 mM in DMSO
10 mM in DMSO

40 pM in Probenpuffer
5 uM in Probenpuffer
40 uM in Probenpuffer
25 uM in Probenpuffe
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6.1.19 Zellkultur-Medien

Ix PBS

RPMI komplett

PHA-Arbeitslosung
anti-CD3 Ak-Arbeitslosung
*H-Thymidin- Arbeitsldsung
Trypanblau-Lésung

Erythrozytenlyse-Losung

6.1.20 Adjuvans
2x STP

6.1.21 Puffer fiir Durchflulzytometrie

FACS-Puffer

6.1.22 Tiermaterial

BALB/c Miuse

H-2¢ Haplotyp

136,9 mM NaCl
2,7 mM KCl
8,1 mM NazHPO4
1,5 mM KH,PO,
pH 7,4

RPMI 1640

2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml /Streptomycin
5-10% hitzeinaktiviertes FCS
200 pg/ml

200 ng/ml

50 puCi/ml

160 mg in 100 ml PBS

90 ml aus 160 mM NH4Cl
10 ml 170 mM Tris

pH 7,6

PBS

10% Squalane

0,4% Tween 80

1,0% Synperonic L 101
0,1% NaNj;

2% FCS in PBS

BGVYV, Berlin
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6.2 Methoden

6.2.1. Gewinnung von Parasitenmaterial

6.2.1.1 Herstellung von O. volvulus-Antigenextrakt

5 tiefgefrorene, adulte O. volvulus Weibchen wurden bei RT aufgetaut, mit PBS gewaschen
und in 1-2 ml PBS mit einer Schere in einem Blockschdlchen fein zerkleinert und
anschlielend mit Hilfe eines Glashomogenisators homogenisiert. Das Wurmhomogenat wurde
in ein 2 ml Reaktionsgefal} iiberfithrt und auf Eis mit 60 W fiir 3 min beschallt. Die 16sliche
Proteinfraktion wurde anschlieBend durch Zentrifugation fiir 30 min bei 4°C und 15 000 rpm
von der unldslichen Proteinfraktion getrennt. Der Uberstand (OvAg) wurde abpipettiert,
aliquotiert und bei —80°C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Test (Pkt.
6.2.3.1 ) bestimmt.

6.2.1.2 Gewinnung von Kulturiiberstand weiblicher O. volvulus Wiirmer

Die Kulturiiberstinde von O. volvulus Weibchen fiir die Quantifizierung der Ovl7-
Ausscheidung wurden uns freundlicherweise von Dr. Norbert (Bernhard-Nocht Institut,
Hamburg) zur Verfiigung gestellt. Nach der Isolierung aus bindegewebigen Knoten wurden
unversehrte, bewegliche Weibchen einzeln in je 6 ml Kulturmedium fiir 8 h vorinkubiert,
wobei durch stiindlichen Mediumswechsel restliche Kollagenase entfernt wurde. Nur intakte,
vitale Weibchen wurden fiir eine weitere in vitro Kultivierung ausgewihlt. Die Kultivierung
erfolgte in je 1 ml Kulturmedium, welches alle 24 h erneuert wurde. Die gesammelten

Kulturiiberstdnde wurden sterilfiltriert und in fliissigem Stickstoff gelagert.
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6.2.2 Molekularbiologische Methoden

6.2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die DNA der rekombinanten O. volvulus Proteine, rOv17 und rOv33, wurde mit Hilfe der
PCR unter Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase amplifiziert (Saiki et al. 1988,
Bej et al. 1991).

PCR-Ansatz:
Amplifikation der Ov17-DNA Amplifikation der Ov33-DNA
2 ul 5" Primer (20 pmol/ul) 2 ul 5" Primer (20 pmol/ul)
2 ul 3'Primer (20 pmol/ul) 2 ul 3'Primer (20 pmol/ul)
5ul O. volvulus L3 cDNA Bank 1 ul Template DNA (0,5 ng/ul Ov33-pGEX)
2 ul 2 mM dNTP Gemisch 2 ul 2 mM dNTP Gemisch
5 ul 10x PCR Puffer mit MgCl, 5 ul 10x PCR Puffer mit MgCl,
1 ul Tag-Polymerase (1U/ul) 1 ul Tag-Polymerase (1U/ul)
ad 50 ul HPLC Wasser ad 50 ul HPLC Wasser

PCR-Amplifikationszyklus

Ovl7 Zyklus 1: 2 min 95°C, 2 min 50°C, 4 min 72°C
2-34: 1 min 95°C, 2 min 50°C, 4 min 72°C
35: 1 min 95°C, 2 min 50°C, 4 min 72°C

Ov33 Zyklus 1: 3 min 95°C, 1 min 50°C, 1 min 72°C
2-29: 1 min 95°C, 1 min 50°C, 1 min 72°C
30: 1 min 95°C, 1 min 50°C, 11 min 72°C
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6.2.2.2 Aufreinigung und Konzentrierung von DNA

6.2.2.2.1 Isolation von DNA-Fragmenten

a) Phenol-Chloroform Extraktion

Die Phenol-Chloroform Extraktion wurde nach der Methode von Sambrook et al. (1989)
durchgefiihrt. Die DNA-Losung wurde mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) im
Verhiéltnis 1:1 versetzt und 5 min bei RT und 14 000 rpm zentrifugiert. Die wissrige Phase
wurde anschlieBend im Verhédltnis 1:1 mit Chloroform-Isoamylalkohol gewaschen, um
verbliebene Reste an Phenol aus der DNA-Losung zu entfernen. Die DNA wurde mittels

Ethanolprazipitation (Pkt. 6.2.2.2.3) konzentriert.

b) DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QIAEX II Gel-Extraktions-
Kit durchgefiihrt. Das Grundprinzip dieser DNA-Aufreinigung besteht in der Auflosung der
Agarose, der selektiven Bindung von Nukleinsdure an Silikatpartikel (Glasmilch) bei einem
pH < 7,5 unter Hochsalzbedingungen, dem Waschen der gebundenen Nukleinsduren mit
Hochsalzpuffern und der anschlieBenden Elution der DNA bei pH 8,5 unter
Niedrigsalzbedingungen (TE-Puffer oder H,O). Die Isolierung der DNA erfolgte entsprechend

der Vorgaben des Herstellers.

6.2.2.2.2 Isolation von Plasmid-DNA

a) Plasmidaufreinigung aus E. coli mittels Quiagen-Sdulen

Fiir die Priparation von hochreiner Plasmid-DNA aus E. coli wurden kiauflich erworbene
Quiagen-Séulen verwendet. Die Plasmidaufreinigung dieser Kits beruht auf der Methode der
alkalischen Lyse (Birnboim und Doly 1979) mit anschlieBender Aufreinigung von supercoiled
Plasmid-DNA durch Ionenaustausch-Chromatographie. Fiir die Plasmidisolation wurden
Mini- und Midiprédparationssdulen verwendet. Die Durchfiithrung erfolgte entsprechend der

Vorgaben des Herstellers.
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b) Kleine Plasmidprdparation mittels alkalischer Lyse

2 ml LB-Medium wurden nach Zusatz eines entsprechenden Antibiotikums mit einer
Bakterienkolonie angeimpft und tliber Nacht bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Das
Bakterienpellet dieser Kultur wurde in 300 pl Lyse-Puffer resuspendiert und die Suspension
nach Zugabe von 0,5 mg/ml RNase 5 min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 150 pl einer
3 M Kaliumazetat/Essigsdure-Losung wurde die Suspension 10 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend 5 min bei 14 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert
und die Plasmid-DNA mittel Ethanolfdllung (Pkt. 6.2.2.2.3) konzentriert. Das Plasmidpellet

wurde in 25 pl TE-Puffer oder Wasser aufgenommen.

6.2.2.2.3 DNA Konzentrierung mittels Ethanolprdzipitation

DNA wurde aus einer Losung durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,8)
und mit dem 2,5 fachen Volumen an reinem Ethanol geféllt. Das Prézipitat wurde bei 4°C, 15
000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen
und anschlieBend im Vakuum getrocknet. Die DNA wurde in TE-Puffer oder H,O gelost.

6.2.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die DNA-Konzentration einer Losung wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 260
nm (Extinktionsmaximum fiir Nukleinsduren) bestimmt. Verunreinigungen wurden bei einer
Wellenldnge von 280 nm (Extinktionsmaximum fiir Proteine) gemessen. Fiir saubere
Nukleinsdurelosungen sollte der Quotient der Extinktionswerte von 260 nm / 280 nm

zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Die DNA-Konzentration wurde wie folgt berechnet:

Nukleinsdure [ pg/ml] = ODsg x D x F F = Verdiinnungsfaktor
D =50 pg/ml fiir doppelstringige DNA
D =40 ug/ml fiir einzelstrangige DNA / RNA
D =33 pg/ml fiir Oligonukleotide
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6.2.2.4 Restriktionsverdau von Vektoren und DNA-Fragmenten

2-10 ug DNA wurden in einem Reaktionsansatz von 20 pl unter Zusatz der entsprechenden
Restriktionsendonukleasen und ihren Puffern geschnitten. Plasmide wurden 2 h, PCR-
Produkte 12 h inkubiert. Die Temperaturbedingungen des Restriktionsverdaus wurden nach
den Vorgaben des Herstellers fiir das entsprechende Enzym festgelegt. Die
Restriktionsendonukleasen wurden anschlieBend durch Hitzeinaktivierung deaktiviert oder
durch eine Phenol-Chloroform Féllung oder durch Auftrennung im Agarosegel aus dem

Reaktionsgemisch entfernt.

6.2.2.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Vermeidung der Religierung von geschnittenen Vektoren wurden die terminalen 5'-
Phosphatgruppen durch eine alkalische Kilberphosphatase abgespalten. 5 pg geschnittene,
Phenol-Chloroform aufgereinigte oder geleluierte Vektor-DNA wurden wie folgt

dephosphoryliert:

Dephosphorylierungsansatz

5ug  Vektor-DNA

1 ul  alkalische Kédlberphosphatase (1U/pul)
3 ul  10x Dephosphorylierungspuffer

ad 30 pl H0

Das Reaktionsgemisch wurde 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch die Zugabe
von 1/10 Volumen 200 mM EGTA zum Reaktionsansatz und durch anschlieBende Inkubation
bei 65°C fiir 10 min gestoppt. Die dephosphorylierte Vektor-DNA wurde Phenol-Chloroform

extrahiert.
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6.2.2.6 Ligation von DNA

Die Ligation eines DNA-Inserts in den entsprechenden Vektor erfolgte in einem molaren
Verhiltnis von 3:1, 1:1 und 1:3.

Ligationsansatz:

I ul  Vektor-DNA (ca. 50-100 ng)

4 ul  Insert-DNA

1 ul  10x Ligasepuffer

0,5 ul T4 DNA-Ligase (3 Weiss U/ul)
ad 10 ul HPLC Wasser

Der Ligationsansatz wurde bei 12 °C fiir 12 bis 48h inkubiert. Als Kontrolle wurde eine
Ligation ohne Insert-DNA durchgefiihrt.

6.2.2.7 Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese wurde zur Aufreinigung von DNA und zur Beurteilung von
Restriktionsverdauansitzen durchgefiihrt. Je nach Grofe der aufzutrennenden DNA wurde
eine Konzentration der Agarose von 0,8-2,0% gewéhlt. Die Agarose wurde durch Erhitzen in
1x TAE-Puffer gelost. Nach Abkiihlen der Agarose auf 50°C wurde EtBr aus einem 10 mg/ml
Stock auf eine Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugegeben. Die DNA-Proben wurden mit 6x
Probenpuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und bei 80 V aufgetrennt. Zur Beurteilung der
GroBBe der aufgetrennten DNA wurden die Molekulargewichtsmarker Biosizer II und V

verwendet. Die aufgetrennte DNA wurde unter UV-Licht sichtbar gemacht.

6.2.2.8 Herstellung transformationskompetenter E. coli-Bakterien

Die Herstellung transformationskompetenter E. coli-Bakterien erfolgte nach dem Protokoll
von Inoue et al. (1990). 250 ml SOB Medium wurden mit einer Bakterienkolonie des
gewiinschten Bakterienstammes angeimpft und bei 18°C und 200 rpm bis zu einer ODg von
0,6 (logarithmische Wachstumsphase) inkubiert. Die Bakterien wurden 10 min auf Eis

inkubiert und anschlieBend bei 4°C und 4000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Das
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Bakterienpellet wurde in 80 ml kaltem TB Puffer resuspendiert, fiir 10 min auf Eis inkubiert
und anschlieBend zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml TB-Puffer resuspendiert.
DMSO wurde unter vorsichtigem Schiitteln tropfenweise bis zu einer Endkonzentration von
7% zugegeben. Die Bakterien wurden erneut 10 min auf Eis inkubiert, anschlieBend a 1ml
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —-80°C gelagert. Die
Transformationseffizienz der kompetenten Bakterien betrug 5x10’-1x10° transformierte

Bakterienkolonien pro pg Plasmid-DNA.

6.2.2.9 Transformation kompetenter E. coli-Bakterien mit Plasmid-DNA

50 ng Plasmid-DNA (1-5 pl) wurden in ein vorgekiihltes 1,5 ml Reaktionsgefdl pipettiert.
Kompetente Zellen wurden bei RT aufgetaut und 100 pl zum Plasmid zugegeben. Der
Reaktionsansatz wurde 30 min auf Eis und anschlieBend fiir 30 sec bei 42°C inkubiert. Nach
Zugabe von 900 ul SOB-Medium wurde der Transformationsansatz bei 37°C und 400 rpm fiir
1 h inkubiert. 100-200 ul des Transformationsansatzes wurden auf eine Agarplatte (mit
entsprechendem selektiven Antibiotikum) ausplattiert und bei 37°C iiber Nacht inkubiert. Als
Kontrollen wurden bei jedem Transformationsansatz zum einen Bakterien ohne Plasmid und

zum anderen Bakterien mit einem ,,leeren® Plasmid transformiert.

6.2.2.10 Identifizierung positiver Transformanten

6.2.2.10.1 Blau-Weif3-Screening

Bakterien mit einer Mutation im lac Z-Gen (lacZ AMI15) produzieren eine enzymatisch
inaktive B-Galaktosidase, der am N-Terminus 30 AS fehlen. Werden diese Bakterien mit
einem Plasmid transformiert, welches die fehlende, sog. a-Region (o-Peptid) induzierbar
exprimiert, kann durch o-Komplementation der beiden Proteine das funktionelle Enzym
entstehen, welches das chromogene Substrat X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-3-
Galaktosidase) metabolisiert. Die Metabolisierung des Substrates X-gal fiihrt zu einer
Blaufirbung der Bakterienkolonie. Wird der kodierende Bereich des o-Peptids durch den

Einbau von Fremd-DNA unterbrochen, so geht die a-Donoraktivitidt des a-Peptids verloren
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und es kann keine aktive-B-Galaktosidase mehr gebildet werden. Transformierte Bakterien,
die in ithrem Plasmid Fremd-DNA enthalten bleiben weiB3.

LB-Agarplatten wurden fiir das Blau-WeiB3-Screening vorbereitet, indem 40 pl X-gal (20
mg/ml) und 10 pl IPTG (1 M) mit einem Drigalski-Stab gleichmafig ausplattiert wurden.

6.2.2.10.2 Plasmidprdparation und Restriktionsverdau

Zur Kontrolle des Transformationserfolges mittels Restriktionsverdau wurden jeweils 5 weille
Kolonien pro Platte einer Transformation mit Blau-Weil3-Sreening oder 10 Kolonien pro
Platte einer Transformation ohne Blau-Wei3-Screening tiberpriift. 2 ml LB-Medium mit
Antibiotikazusatz wurden mit jeweils einer Kolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und
250 rpm inkubiert. Nach Plasmidextraktion mittels alkalischer Lyse (Pkt. 6.2.2.2.2) und
anschliefendem Restriktionsverdau (Pkt. 6.2.2.4) wurden die DNA-Proben im Agarosegel

aufgetrennt und die Bakterienkolonien, deren Plasmid ein Insert enthielt, identifiziert.

6.2.2.11 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Fiir die Sequenzierung wurde Plasmid-DNA mittels Quiagensdulen aufgereinigt (Pkt.
6.2.2.2.2). Die Sequenzierung wurde von der Firma AGOWA (Berlin) nach der Methode von
Sanger et al. (1977) durchgefiihrt.

6.2.2.12  Langzeitlagerung von Bakterienstocks

Fiir die Langzeitlagerung von Bakterien wurden 0,5 ml einer 5 ml Ubernachtkultur mit 0,5 ml
sterilem 100%igem Glycerin versetzt. Die Bakterien wurden anschlieBend in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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6.2.2.13  Untersuchung des Loslichkeitsverhaltens von rOvli7, trOvl7 und rOv33

Eine 20 ml LB-Kultur mit entsprechendem Antibiotikazusatz wurde mit 0,5 ml einer
Ubernachtkultur angeimpft und inkubiert. Bei einer ODgoy von 0,6 - 0,8 wurde die Expression
der rekombinanten Proteine durch Zugabe von IPTG auf eine Endkonzentration von 1 mM
induziert. Nach 3 h Inkubation wurden 3x2 ml Kultur abgenommen und die Bakterien
abzentrifugiert (5 min, 4°C, 15 000 rpm). Die Bakterinpellets wurden in jeweils 200 pl eines
Loslichkeitspuffers resuspendiert. Die Loslichkeit wurde mit einem PBS/Triton X-100-Puffer,
mit einem Imidazol-Puffer und mit einem 6M Harnstoff-Puffer getestet. Die
Bakteriensuspension wurde 30 sec bei 60 W auf Eis beschallt und anschlieBend bei 15 000
rpm und 4°C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand (I6sliche Fraktion) wurde abgenommen
und bei —20°C aufbewahrt. 10 ul des Uberstandes und 5 pl der unldslichen Pelletfraktionen
wurden im SDS-PAGE aufgetrennt, um die Loslichkeit der rekombinanten Proteine zu
beurteilen. Die Ldslichkeit der rekombinanten Proteine bestimmte die Wahl der

Aufreinigungsmethode.

6.2.2.14  Affinititschromatographische Aufreinigung von rOv17, trOv17 und rOv33

Alle rekombinanten Proteine wurden im pET-Expressionssystems exprimiert, welches durch
die Bereitstellung von 6 Histidinresten am N-Terminus der rekombinanten Proteine eine
affinitdtschromatographische Aufreinigung iiber eine Nickel-Chelat-Saule ermdglicht. Fiir die
Aufreinigung rekombinanter Proteine wurde jeweils 1 1 LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikazusatz mit 20 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C und 220 rpm bis
zu einer ODgpp von 0,6-0,8 inkubiert. Die Expression der rekombinanten Proteine wurde
durch Zugabe von IPTG auf eine Endkonzentration von 1 mM induziert. Nach einer
Inkubationsdauer von 3 h wurden die Bakterien bei 4°C und 5000 rpm fiir 5 min
abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 20 ml Bindungspuffer resuspendiert. Nach
Zugabe von Lysozym (100 pg/ml) und DNasel (5 pg/ml) / RNase A (10 pg/ml) wurde die
Suspension fiir 3 min auf Eis beschallt (60 W) und anschlieend bei 4°C und 15 000 rpm fiir
30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min iiber die

mit Bindungspuffer dquilibrierte Ni-NTA-Matrix (1 ml) gegeben. Die beladene Sdule wurde
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mit 10 ml Bindungspuffer und 50 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution des rekombinanten
Proteins wurde anschlieBend mit dem entsprechenden Elutionspuffer induziert. Das Eluat
wurde in 10 Fraktionen a 2 ml aufgefangen und anschlieBend dialysiert. Bei nativer
Aufreinigung erfolgte die Dialyse mehrmals gegen PBS. Bei denaturierender Aufreinigung
erfolgte die erste Dialyse gegen einen 1 M Harnstoffpuffer und anschlieend gegen einen 0,5
M und 0,25 M Harnstoffpuffer und im weiteren mehrmals gegen PBS. Die dialysierten

Fraktionen wurden sterilfiltriert.
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6.2.3 Biochemische Methoden

6.2.3.1 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Test

Die Proteinkonzentration der rekombinanten Parasitenproteine wurde mittels BCA-Test
(Smith et al. 1985) bestimmt. Das Prinzip dieser Methode besteht in der Reduktion von Cu2+
zu Cul+, die durch die Peptidbindungen der Proteine unter alkalischen Bedingungen induziert
wird. Reduzierte Kupfer-lonen bilden mit Bicinchonin-Sidure (BCA) einen farbigen,
wasserloslichen Chelatkomplex, deren Absorption bei einer Wellenldnge von 562 nm
gemessen wird. Die Durchfithrung des BCA-Tests erfolgte entsprechend den Vorgaben des

Herstellers.

6.2.3.2 Prizipitation von Proteinen
6.2.3.2.1. Acetonfdllung

Die Proteinlosung wurde zu 20-50% mit Aceton versetzt und anschliefend bei 4°C und 14
000 rpm fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und wenn erforderlich,
verbliebenes Protein erneut mit Aceton gefdllt. Das Proteinpellet wurde in 2x SDS-

Probenpuffer aufgenommen und nach Erhitzen auf 95°C (3 min) im SDS-PAGE aufgetrennt.

6.2.3.2.2 TCA-Fdillung

Aus einer 100%igen TCA-Losung wurde ein entsprechendes Volumen zum Erreichen einer
Endkonzentration von 10% zu der Proteinldsung dazugegeben und 20 min auf Eis inkubiert.
Die Losung wurde anschlieBend 20 min bei 4°C und 14 000 rpm =zentrifugiert. Das
Proteinpellet wurde mit Ethanol-Ether (1:1) gewaschen, um restliche TCA zu entfernen. Das
Proteinpellet wurde in 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und nach Erhitzen auf 95°C im

SDS-PAGE aufgetrennt.
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6.2.3.3. Funktionelle Charakterisierung von rOv17 und trOv17

6.2.3.3.1 Titration der aktiven Zentren von Papain und humanem Cathepsin B, L und S

Die Titration der aktiven Zentren der humanen Cysteinproteasen wurden mit E64 und mit
EwC durchgefiihrt. Die Proteasen wurden hierfiir mit verschiedenen Konzentrationen von E64
und EwC fiir 45 min bei RT in Mikrotiterplatten inkubiert. E64 und EwC wurden in
Konzentrationen von 7, 14, 21, 28, 35, 42 und 49 nM eingesetzt. Nach Ablauf der Inkubation
wurde dem Proteasen-Inhibitor-Gemisch fluorogenes Substrat zugesetzt (Tab. 6). Das
Endvolumen der Ansitze betrug 250 ul. Die Restaktivitit der Proteasen wurde durch
unverziigliche Messung des freigesetzten fluorogenen Produktes Aminomethylcoumarin
(AMC) in Abhingigkeit von der Zeit bestimmt (Exzitationswellenlinge 355 nm,

Emissionswellenlédnge 460 nm).

Tab. 6: Substrate und Substratkonzentration im Titrationstest.

Substrat Substratkonzentration
Papain Z-Phe-Arg-AMC 25 uM
Cathepsin B Z-Arg-Arg-AMC 120 uM
Cathepsin L Z-Phe-Arg-AMC 10 uM
Cathepsin S Z-Val-Val-Arg-AMC 40 uM

6.2.3.3.2 Titration der wirksamen rOv17 Konzentration

Die Titration der aktiven Zentren von rOv17 erfolgte mit titriertem, humanem Cathepsin L.
Cathepsin L wurde mit verschiedenen Konzentrationen von rOv17 (7, 14, 21, 28, 35, 42, 49
nM) fiir 45 min bei RT in Microtiterplatten inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation wurde dem
Proteasen-Inhibitor-Gemisch Z-Phe-Arg-AMC-Substratlosung auf eine Endkonzentration von
10 uM zugesetzt. Das Endvolumen der Ansitze betrug 250 pl. Die Restaktivitdt der Proteasen
wurde durch unverziigliche Messung des freigesetzten fluorogenen Produktes AMC in
Abhingigkeit von der Zeit bestimmt (Exzitationswellenlédnge 355 nm, Emissionswellenldnge

460 nm). Die Auswertung der Messungen erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism.
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6.2.3.3.3  Bestimmung der Ky-Werte fiir Cathepsin L und B

Die kinetischen Messungen erfolgten bei 37°C in einem beheizbaren Photometer {iber einen
Zeitraum von 150 sec. Die Messungen wurden in einem 2 ml-Reaktionansatz in
Quarzkiivetten, die mit einem Magnetriihrer versehen waren, durchgefiihrt. Fiir alle
Reaktionsansdtze wurde 37°C vorgewidrmter Probenpuffer verwendet. Vor Beginn der
Messungen wurde die Protease in ihrem Probenpuffer fiir 5 min bei 37°C aktiviert.
Anschlieflend wurde die Proteaseaktivitit austitriert, so da} in einem Zeitraum von 60-90 sec
1000 Fluoreszenzeinheiten freigesetzt wurden. Hierfiir wurden 1980 pl des vorgewidrmten
Puffer-Substratlosung in die Kiivette vorgelegt und 20 pl der aktivierten Proteaselosung
dazugeben. Zeitgleich mit der Zugabe der Protease wurde die Messung gestartet.
Entsprechend des Kurvenverlaufs wurde die Protease weiter verdiinnt oder konzentriert, um
die oben genannte Voraussetzung zu erfiillen. AnschlieBend wurde die Proteaseaktivitit in
Anwesenheit von verschiedenen Substratkonzentrationen iiber einen Zeitraum von 150 sec bei
37°C gemessen (Tab. 7). Hierfiir wurden ein entsprechendes Volumen Cathepsin-
Probenpuffer in die Quarzkiivette vorgelegt und das entsprechende Volumen Substrat aus
einer 10 mM Stammldsung zugegeben, so daBl ein Endvolumen von 1980 pl erzielt wurde.
Die Kiivette wurde in das beheizte Fluoreszenzphotometer verbracht. Nach Nullabgleich des
Gemisches wurde die Messung nach Zugabe der Protease (20 pl) zeitgleich gestartet. Die
Abspaltung der fluorogenen Produktes AMC wurde bei einer Exzitationswellenldnge von 360
nm und einer Emissionswellenénge 460 nm kontinuierlich iiber einen Zeitraum von 150 sec
aufgezeichnet. Fiir die Messungen wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die

Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism.

Tab. 7: Testparameter fiir die Ky-Wert-Bestimmung.

Cathepsm- Substrat Getestete Substratkonzentration
Konzentration
Cathepsin B 1,17 nM Z-Arg-Arg-AMC 25; 50; 100; 200; 300; 400; 500 uM
Cathepsin L 0,47 nM Z-Phe-Arg-AMC 0,5; 1,0; 2,0; 2,5, 50, 6,0; 7,0; 8,0 uM

Der Ky-Wertes fiir Cathepsin S war bereits am Institut fiir Biochemie der Universititsklinik

Jena bestimmt worden. Der Ky-Wert fiir Papain war vorgegeben.
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6.2.3.3.4 Bestimmung der Dissoziationskonstanten K; von rOvl7 und trOvl7 fiir Papain
und Cathepsin B, L und S

Die Bestimmung der K;-Werte fiir rOv17 erfolgte mit der pflanzlichen Cysteinprotease Papain
und mit den humanen Cysteinproteasen Cathepsin B, L und S. Die Versuchsdurchfiihrung
erfolgte wie es bereits fiir die Bestimmung des Ky-Wertes beschrieben wurde. Fiir die
Bestimmung der K;-Werte wurde die Proteaseaktivitit in Anwesenheit von verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen (rOv17, trOv17) {iber einen Zeitraum von 320 sec bei 37°C
gemessen. Der vorgewdrmte Probenpuffer wurde mit der entsprechenden Menge Inhibitor in
die Kiivette pipettiert, so da3 ein Volumen von 1980 pl erreicht wurde. Die Kiivette wurde in
das beheizte Fluoreszenzphotometer verbracht. Nach Zugabe der entsprechenden Protease (20
ul) wurde die Messung zeitgleich gestartet. Das Volumen des eingesetzten rOv17/trOv17
wurde so gewidhlt, dal 5% des Reaktionsendvolumens nicht iiberschritten wurden. Die
getesteten Konzentrationen und Substrate sind in Tab. 8 aufgefiihrt. Die Messungen wurden
als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem

Programm ,,GraphPad Prism®.

Tab. 8: Testparameter fiir die Bestimmung der K;-Werte.

Cathepsin- Substratk — Getestete rOv17- Getestete trOv17-
Konzentration ubstratkonzentration Konzentration Konzentration
Papain 0,10 nM 25 uM Z-Phe-Arg-AMC | 1,7;2,7;3,4;4,1;550M |  10; 50; 100 nM
Cathepsin B 1,17 nM 40 uM Z-Arg-Arg-AMC 3,5;35;70; 173 nM n.d.
Cathepsin L 0,11 nM 5 uM Z-Phe-Arg-AMC 0,7; 1,4;2,1;2,8; 3,5 nM 10; 50; 100 nM
Cathepsin S 0,09 nM 40 uM Z-Val-Val-Arg-AMC | 0,7; 1,4; 2,1;2,8; 3,5 nM 10; 50; 100 nM

Das Kontrollprotein rOv33 wurde beispielhaft im Aktivitdtstest mit Papain in einer

Konzentration von 50, 100 und 200 nM getestet.

6.2.3.4 Fluoreszein-Markierung von rOv17, trOv17 und rOv33

Die Markierung der rekombinanten Parasitenproteine rOv17, trOv17 und rOv33 wurde mit
einem Fluoreszein Labeling Kit durchgefiihrt. Die Markierung der Proteine erfolgte
entsprechend der Durchfiihrungsvorschriften des Herstellers. Der molare Reaktionsansatz

wurde so gewahlt, dal 1 Molekiil Protein mit 5 Molekiilen Fluos umgesetzt wurde.
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6.2.4 Immunologische Methoden

6.2.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Rekombinant, aufgereinigte Parasitenproteine, Bakterienproteingemische und OvAg-
Gesamtextrakt wurden mittels SDS-PAGE unter Anwendung des diskontinuierlichen Puffer-
System nach Laemmli (1970) analysiert. Beurteilt wurden die Auftrennung von Proteinen und
die Reinheit von Proteinfraktionen. Zudem erfolgte eine Schitzung des Molekulargewichts
und der Konzentration der aufgetrennten Proteine.

Fir die Anfertigung der Acrylamidgele wurden Minigel-Apparaturen verwendet. Die
Acrylamidkonzentration (12,5%, 14%, 16%) des Trenngeles wurde entsprechend des
Molekulargewichts der aufzutrennenden Proteine variiert. Fiir das Sammelgel wurde eine
6%ige Acrylamidlosung verwendet. Die zu analysierenden Proteinfraktionen wurden mit 2x
Probenpuffer versetzt und 3 min bei 95°C erhitzt. Nach Beladung des Polyacrylamidgels
wurden die Proben bei 120-160 V bei RT oder 4°C aufgetrennt. Zur Charakterisierung des
Molekulargewichts der aufzutrennenden Proteine wurde jeweils ein Standard mit vorgeféarbten
Proteinen definierter Grofle im SDS-PAGE mitgefiihrt. Nach erfolgter Elektrophorese wurden
die aufgetrennten Fraktionen im Coomassie-Bad angefarbt und anschlieend entfarbt und
getrocknet. Fiir eine weitere immunologische Charakterisierung wurden die aufgetrennten
Fraktionen elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (Towbin et al.

1979).

6.2.4.2 Western Blot

Fiir den Nachweis von Proteinen durch spezifische Antikorper wurden die im SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine bei 400 mA fiir 3 h oder iiber Nacht bei 80 mA elektrophoretisch auf
eine Nitrozellulosemembran (NZ-Membran) transferiert. Die NZ-Membran wurde
anschlieend in 3% BSA/TBS fiir 15 min bei RT inkubiert, um die freien Bindungsstellen der
NZ-Membran zu blockieren. Nach 3x Waschem mit TBS wurde die NZ-Membran mit dem
ersten Antikorper fiir 1,5 h bei RT unter Schiitteln inkubiert. Nach der Inkubation wurden

nichtgebundene Antikorper durch 3x Waschen mit TBS entfernt. Die NZ-Membran wurde
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anschlieBend fiir weitere 1,5 h bei RT mit dem zweiten, Peroxidase-konjugierten Antikdrper
inkubiert. AnschlieBend wurde nach 3x Waschen der NZ-Membran mit TBS die Farbreaktion
durch Zugabe des entsprechenden Substrates induziert. Durch Waschen der NZ-Membran in

TBS wurde die Farbreaktion gestoppt. Die NZ-Membran wurde anschlielend getrocknet.

rOvl7:
1. Antikorper: anti-rOv17 Kaninchenserum, 1:500 in BSA/TBS verdiinnt

2. Antikorper: Peroxidase-konjugierter Ziege anti-Kaninchen Ak, 1:10000 in 3%
BSA/TBS verdiinnt

rOv33:

1. Antikorper: anti-rOv33 monoklonaler Maus-Antikorper, IVA7, unverdiinnt

2. Antikorper:  Peroxidase-konjugierter Ziege anti-Maus Ak, 1:10000 in 3% BSA/TBS
verdiinnt

6.2.4.3 Immunisierung von BALB/c Miusen

Fiir die Immunisierung der Méduse wurde das Adjuvans STP, welches sowohl die humorale als
auch die zellvermittelte Immunantwort anregt, eingesetzt. Jeweils 6 méinnliche BALB/c
Maiuse (ca. 7 Wochen alt) wurden 3x im Abstand von 12 Tagen mit jeweils 25 pg OvAg in
STP immunisiert. Die Méause wurden mit dem Narkotikum Metoxyfluran betdubt. Pro
Impfdosis wurden 25 pg/250 pul PBS mit 250 pl STP gemischt und subkutan appliziert. 14
Tage nach der letzten Immunisierung wurden die Miuse getdtet und die Milzzellen fiir einen

antigenspezifischen Proliferationstest prépariert.

6.2.4.4 ELISA

6.2.4.4.1 Zytokin-ELISA

Fiir die Zytokinbestimmung wurde der 6 h, 24 h und 48 h Kulturiiberstand von unstimulierten
oder polyklonal-stimulierten PBMC gewonnen. In den Uberstinden wurde die Konzentration
von IL-2, IL-4, IL-10, IL-12p40, TNF-o,, TGF-B und IFN-y bestimmt. Verwendet wurden

kommerzielle ELISA-Sets. Die ELISA wurden entsprechend der Vorgaben des Herstellers
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durchgefiihrt. Fiir die Bestimmung von IL-2 und IL-12p40 wurden die Kulturiiberstinde 1:2,
fiir IL-10 1:5 und fiir die Messung von TGF-B und IFN-y 1:10 verdiinnt. Fiir die Bestimmung
von IL-4 wurden unverdiinnte Kulturiiberstinde eingesetzt. Die Uberstinde aus den
Neutralisationsversuchen mit anti-IL-10 Ak wurden fiir die Bestimmung von IL-10 1:5, fiir

die Bestimmung von IL-12p40 1:10 und fiir die Messung von IFNy 1:20 verdiinnt.

6.2.4.4.2 ELISA zur Quantifizierung der Onchocystatin Ausscheidung durch O. volvulus
Weibchen

Fiir die Bestimmung der Onchocystatin Ausscheidung wurden 24 h Kulturiiberstinde von 5
verschiedenen O. volvulus Weibchen verwendet. Hierfir wurden ELISA-Platten mit 50 pl
Kulturiiberstand plus 25 pl Beschichtungspuffer und mit verschiedenen Konzentrationen von
rOv17 beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach 3x Waschen mit PBS/0,025%
Tween-20 erfolgte eine 30 miniitige Inkubation mit Blockierungspuffer (3% BSA/TBS) bei
37°C. Nach einem erneuten Waschschritt wurde gebundenes Antigen mit einer 1:5000
Verdiinnung des rOv17 Kaninchenserums in einem Volumen von 50 pl fiir 1 h bei 37°C
inkubiert. Nach 3x Waschen wurde ein Peroxidase-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen
Antikorper in einer Verdiinnung von 1:1000 eingesetzt (50 pl), um gebundene rOv17 Ak zu
quantifizieren. Nach erneutem Waschen wurden 50 pl der entsprechenden Enzym-Substrat-
Losung zugegeben. Die Farbreaktion wurde nach 1 min mit 1 M H,SO4 gestoppt und die
Extinktion bei 450 nm im ELISA-Mefigerdt bestimmt. Als Kontrolle wurde ein Kaninchen-

anti-Eimerien Hyperimmunserum (1:5000 verdiinnt) getestet.

6.2.4.5 FACS-Analyse zur Bestimmung der Zielzelle(n) von rOv17

Humanes Blut wurde mit RPMI 1:1 verdiinnt und 300 pl dieser Verdiinnung mit 0,5 pM
Fluos-markiertem rOv17, trOv17 und rOv33 in einem 2 ml-Reaktionsgefal fiir 2 h bei 37°C
schiittelnd inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 100 pl Inkubationsansatz fiir
eine CDl14-Markierung ohne Quenching und 100 pl fiir eine CD14-Markierung mit
Quenching in je ein Serum-Rdhrchen tiberfiihrt. Die Proben fiir eine CD14-Markierung ohne

Quenching wurden 20 min mit 5 pl PE-Cy5-makierten CD14-Antikdrpern bei 4°C inkubiert.
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AnschlieBend wurden die Erythrozyten durch Zugabe von 1 ml einer Erylyse-Losung bei RT
fiir 15 min lysiert. Die Zellen wurden anschlieBend zentrifugiert (4°C/5 min/1000 rpm) und
nach einem Waschschritt mit 1 ml FACS-Puffer im DurchfluBzytometer analysiert. Die
Proben, die gequencht und CD14 markiert werden sollten, wurden zundchst mit 50 pl
Quenching-Reagenz versetzt und anschlieBend sofort 3x mit 1ml FACS-Puffer gewaschen.
Nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen resuspendiert und mit 5 ul PE-Cy5-
markiertem CD14-Antikdrper fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden anschlie3end

wie bereits beschrieben fiir die durchfluBzytometrische Analyse aufbereitet.

6.2.4.6 Bestimmung der Expression von HLA-DR, CD40, CD80 und CD86 auf

humanen Monozyten in Anwesenheit von rOv17 und trOv17

Humane PBMC (8x10°) wurden fiir 72 h mit verschiedenen Konzentrationen von rOv17,
trOv17 und rOv33 bei 37°C inkubiert. Fiir die anschlieBende FACS-Analyse der HLA-DR-,
CD80-, CD86- und CD40-Expression humaner = Monozyten  wurde eine
Doppelfluoreszenzmarkierung durchgefiihrt. Monozyten wurden durch eine CDI14-
Markierung unter Verwendung von PE-Cy5-konjugierten anti-CD14 Ak identifiziert. Fiir die
Markierung von HLA-DR, CD80, CD86 und CD40 wurden PE-konjugierte anti-HLA-DR Ak,
FITC-konjugierte anti-CD80 Ak, PE-konjugierte anti-CD86 Ak und FITC-konjugierte anti-
CD40 Ak verwendet. Als Kontrollen wurde FITC-konjugiertes IgG1 und PE-konjugiertes
IgG2a eingesetzt.

Nach Ablauf der Inkubation der PBMC mit rOv17, trOv17 und rOv33 wurden die Zellen
vorsichtig resuspendiert und zu je 2x10® in Serum-Réhrchen iiberfiihrt. Nach dem Waschen
der PBMC mit 1 ml FACS-Puffer (5 min/1000 rpm/4°C) wurden die Zellen zur Markierung
der Oberflaichenmolekiile fiir 20 min bei 4°C mit den entsprechenden Ak inkubiert. Nach
einem weiteren Waschschritt wurde die Expression der Oberflichenmolekiile im

Durchflu8zytometer analysiert.
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6.2.4.7 Praparation von Mausmilzzellen

Die Méuse wurden durch CO,-Inhalation getdtet und in ein 70%iges Ethanolbad getaucht. Die
Milz wurde steril entnommen und durch ein engmaschiges Sieb mit Hilfe eines Stempels
passiert. Die Milzzellsuspension wurde durch auf- und abpipettieren homogenisiert und
nachfolgend in ein 50 ml-Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Die Milzzellsuspension wurde mit kaltem
RPMI auf 40 ml aufgefiillt und 10 min auf Eis inkubiert, um Zellklumpen und grobe
Bindegewebsteile sedimentieren zu lassen. Der Uberstand wurde anschlieBend in ein neues 50
ml-Reaktionsgefa3 pipettiert und bei 4°C und 1100 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Nach
Entfernen des Uberstandes wurde das Milzzellpellet aufgeschiittelt und 10 min in 11 ml
Erylyse-Losung auf Eis inkubiert. Nach der anschlieBenden Zentrifugation wurden die
Milzzellen 2x mit RPMI gewaschen und in 3 ml RPMI komplett aufgenommen. Die Zellzahl

wurde in einer 1:100 Verdiinnung mit Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

6.2.4.8 Priaparation von humanen PBMC

Die Praparation von humanen PBMC wurde mittels einer Ficoll-Dichtegradienten-
Zentrifugation durchgefiihrt. Pro Spender wurden 30 ml Blut zur Aufreinigung von PBMC
verwendet. Das Blut wurde mit PBS 1:1 verdiinnt. In einem 15 ml-Reaktionsgefdl wurden 3
ml Ficoll mit 10 ml verdiinntem Blut iiberschichtet. In einem 50 ml-Reaktionsgefd3 wurden
12 ml Ficoll mit 40 verdiinntem ml Blut {iberschichtet. Nach einer Zentrifugation bei 18°C
und 1200 rpm fiir 40 min (ohne Bremse) wurde die PBMC-Fraktion in ein 50 ml-
Reaktionsgefa3 liberfiihrt und 3x mit 30 ml RPMI gewaschen (18°C/1200 rpm/10 min).
Anschliefend wurden die PBMC in 10 ml RPMI komplett aufgenommen und die Zellzahl in

einer 1:100 Verdiinnung mit Trypanblau in einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmit.

6.2.4.9 Depletion von CD14+-Zellen

CD14"-Zellen wurden aus aufgereinigten PBMC depletiert. Fiir die Depletion wurden CD14
MicroBeads verwendet. Nach der Aufreinigung der PBMC wurden alle Manipulationen der
PBMC auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt.
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PBMC, die aus der Aufreinigung von 30 ml Blut gewonnen wurden (3-6x10” Zellen), wurden
mit 40 ml PBS/1% BSA gewaschen und anschlieBend in 800 pul PBS/1% BSA resuspendiert.
Die PBMC wurden anschlie3end fiir die Blockade von Fc-Rezeptoren mit 3 mg/ml Beriglobin
und mit CD14 MicroBeads im Verhéltnis 1:5 (200 pl) fiir 20 min bei 4°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen mit 14 ml PBS/1%BSA gewaschen (4°C/1200 rpm/ 10 min)
und anschliefend in 1 ml PBS/1%BSA resuspendiert. Fiir die Depletion von CD14"-Zellen
wurden VS'-Siulen verwendet. Die weitere Durchfiihrung der Depletion erfolgte
entsprechend der Protokollvorgaben des Herstellers.

Die Effektivitit der CD14 -Depletion wurde durch eine CDI14-Markierung der einzelnen
Zellfraktionen mit FITC-konjugierten anti-CD14-Ak und anschlieBender FACS-Analyse
tiberpriift. Hierfiir wurden jeweils 50 pl der Zellfraktionen mit 1 ml PBS/1%BSA gewaschen
(4°C/2000 rpm/10 min), in 100 pl PBS/1% BSA resuspendiert und mit FITC-konjugierten
anti-CD14-Ak (1:50 verdiinnt) fiir 10 min bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen der
markierten Zellen mit 1 ml PBS/1%BSA wurden die Zellen im Durchfluzytometer
analysiert. Die CD14 -negative Zellfraktion wurden auf 97-99% angereichert. Die CD14"-
depletierte Zellfraktion wurden anschlieBend mit 40 ml RPMI gewaschen und in 10 ml RPMI
komplett aufgenommen. Die Zellen wurden in einer 6-well Kulturplatte verteilt und bei 37°C
fiir 1 h inkubiert. Noch vorhandene Monozyten wurden so durch Adhédrenz aus der
Zellfraktion entfernt. Das Adhérenzverfahren wurde nochmals wiederholt und die
nichtadhérenten Zellen anschlieBend mit RPMI komplett iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Die
CD14"-depletierten Zellen wurden geerntet, zentrifugiert (RT/1200 rpm/10 min) und in RPMI

komplett aufgenommen.

6.2.4.10 PHA-Stimulation von humanen PBMC

Humane PBMC wurden in einer Konzentration von 3,5x10° Zellen pro well in eine 96-well
Flachbodenplatte ausplattiert und mit 10 pg/ml PHA stimuliert. Zu den stimulierten PBMC
wurden verschiedene Konzentrationen von rOv17 (0,1 uM, 0,25 uM, 0,5 uM) und dem
Kontrollprotein, rOv33 zugegeben. Fiir Neutralisationsstudien wurde zu den Ansidtzen 1pl
anti-rOv17 Kaninchenserum zugegeben. Das Endvolumen der Proliferationstests betrug 200

ul. Die Zellen wurden bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und einem CO, Gehalt von 5% fiir 72
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h inkubiert. Fiir die Bestimmung der Proliferation der PBMC wurden in den letzten 20 h der

Inkubation pro Well 1 pCi *H-Thymidin zugegeben.

6.2.4.11 Anti-CD3 Ak-Stimulation von humanen PBMC

Humane PBMC (3,5 x 10°/well) wurden mit 1dslichen oder immobilisierten anti-CD3 Ak
stimuliert. Fiir die Stimulation mit 16slichen anti-CD3 Ak wurden diese in einer Konzentration
von 10 ng/ml eingesetzt. Fiir die Immobilisation von anti-CD3 Ak wurden 50 pl einer 100
ug/ml konzentrierten anti-CD3 Ak Stammlosung pro well einer 96-well Flachbodenplatte
pipettiert. und 2 h bei 37°C inkubiert. Nicht gebundene Antikorper wurden durch 2x Waschen
mit 100 ul PBS entfernt. Die anti-CD3 Ak stimulierte Proliferation wurde in Anwesenheit von
0,5 uM rOv17, trOv17, rOv33 und 200 pg/ml LPS untersucht. Fiir Neutralisationsstudien
wurden 5 pg/ml anti-IL-10 Ak oder 5 pg/ml eines Maus-IgG; Kontroll-Ak eingesetzt. Das
Endvolumen der Proliferationstests betrug 200 pl. Die Zellen wurden bei 37°C, 100%
Luftfeuchtigkeit und einem CO, Gehalt von 5% fiir 72 inkubiert. Zur Quantifizierung der
Proliferation wurden die Zellen 20 h vor Ablauf der Inkubationszeit mit 1 uCi *H-Thymidin
inkubiert. Alle Ansédtze wurden in Dreieransitzen durchgefiihrt und alle Versuche mindestens

einmal wiederholt.

6.2.4.12  Antigenspezifische Stimulation von humanen PBMC

Humane PBMC wurden in einer Konzentration von 3,5x10° Zellen pro well in eine 96-well
Flachbodenplatte ausplattiert, mit 10 IE/ml PPD stimuliert und der Einflu von 0,5 puM
rOv17, trOv17 und rOv33 auf die Proliferation untersucht. Die Zellen wurden bei 37°C, 100%
Luftfeuchtigkeit und einem CO, Gehalt von 5% fiir 96 h inkubiert. Zur Quantifizierung der
Proliferation wurden die Zellen 20 h vor Ablauf der Inkubationszeit mit 1 uCi *H-Thymidin

inkubiert. Alle Ansétze wurden in Dreieransédtzen durchgefiihrt.
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6.2.4.13  Stimulation von CD14+-depletierten, humanen PBMC mit anti-CD3 Ak /
anti-CD28 Ak und PHA

Die CD14"-depletierten PBMC wurden in einer Konzentration von 2x10° Zellen pro well in
eine 96-well Flachbodenplatte ausplattiert und mit 2 pg/ml anti-CD3/2,5 pg/ml anti-CD28 Ak
oder mit 10 pg/ml PHA stimuliert. Zu den stimulierten PBMC wurden 0,5 uM rOv17, trOv17
und rOv33 zugegeben. Das Endvolumen der Proliferationstests betrug 200 pl. Die Zellen
wurden bei 37°C, 100% Luftfeuchtigkeit und einem CO, Gehalt von 5% fiir 72 inkubiert. Zur
Quantifizierung der Proliferation wurden die Zellen 20 h vor Ablauf der Inkubationszeit mit 1
uCi *H-Thymidin inkubiert. Alle Ansitze wurden in Dreieransitzen durchgefiihrt und alle

Versuche mindestens einmal wiederholt.

6.2.4.14  Antigenspezifische Stimulation von Mausmilzzellen

Die Milzzellen (3,5x10°/well) von OvAg-immunisierten Méusen wurden mit 10 pg/ml OvAg
stimuliert und mit 0,5 pM rOvl7, trOvl7 oder rOv33 fiir 96 h bei 37°C, 100%
Luftfeuchtigkeit und einem CO,-Gehalt von 5% inkubiert. Nach einer Inkubation von 76h

wurden die Zellen mit je 1 pCi *H-Thymidin versetzt und weitere 20 h inkubiert.

6.2.4.15 Gewinnung von Zellkulturiiberstinden

Zellkulturiiberstinde wurden nach 6 h, 24 h und 48 h von unstimulierten oder polyklonal

stimulierten humanen PBMC geerntet und bei —80°C gelagert.

6.2.4.16 Ernten 3H-Thymidin markierter Zellen und Szintillationsmessung

Die Proliferation der Zellen wurden durch den Einbau von *H-Thymidin in die DNA sich
teilender Zellen quantifiziert. Hierfiir wurden die Zellen in den letzten 20 h der Inkubation mit
1 puCi *H-Thymidin inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die radioaktiv

markierten Zellen mit Hilfe eines Zellerntes auf Glasfaserfilter tiberfiihrt. Die Filter wurden 1
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h bei 50°C getrocknet. AnschlieBend wurde auf einer Heizplatte bei 100°C eine
Szintillatiosmembran auf die Glasfaserfilter aufgeschmolzen. Nach Erstarren der
Szintillationsmembran wurde die Radioaktivitit des inkorporierten 3H-Thymidins in einem
Beta-Counter mit einer Zidhlzeit von 1 min gemessen. Die Proliferation wurde als Funktion

der Radioaktivitét in cpm dargestellt.

6.2.4.17 LPS-Konzentrationsbestimmung

Die LPS-Konzentration der rekombinanten Proteine wurde mit einem kommerziellen Testkit
(Quantitativer Chromogener LAL-Test) bestimmt. Die Proteinfraktionen wurden in einer
Verdiinnung von 1:100 eingesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte entsprechend der Vorgaben des

Herstellers.

6.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten wurde am Institut fiir Informatik der Humboldt-
Universitdt zu Berlin unter Verwendung des Student-T-Tests oder des Wilcoxon-Rank-Tests

durchgefiihrt.
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