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“Now that ain’t working - that’s the way you do it.
Let me tell you: them guys ain’t dumb.
Maybe get a blister on your little finger,

maybe get a blister on your thumb.”

“Money for Nothing”
Dire Straits
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I. Einleitung

I. Einleitung
I.1. Malaria

Malaria ist eine Krankheit, welche in 97 Staaten der Erde endemisch ist (WHO, 2013) und
welche die Menschheit seit Anbeginn ihrer Existenz begleiten diirfte (COX, 2002)." Mit
3,4 Milliarden Menschen ist nahezu die Hélfte der Weltbevolkerung dem Risiko ausgesetzt
sich mit Plasmodien zu infizieren und folglich an Malaria zu erkranken. Im Jahr 2012 litten
135-287 Millionen Menschen an dieser Krankheit; 473.000 bis 789.000 Menschen starben
daran (WHO, 2013). Der iiberwiegende Anteil dieser Todesopfer sind Kinder von unter fiinf
Jahren (ELLIOTT und BEESON, 2008).

Hervorgerufen wird Malaria durch Plasmodien, Protozoen des Stammes der
Apicomplexa. Die fiinf humanpathogenen Spezies Plasmodium falciparum, P. vivax,
P. ovale,* P. malariae und P. knowlesi, konnen jeweils unterschiedliche, charakteristische
Krankheitsbilder hervorrufen (GREENWOOD ef al., 2008; RICHARDS und BEESON,
2009).’

I.1.1. Malaria tropica

Malaria tropica, verursacht durch P. falciparum, ist die hdufigste und gravierendste Form der
Malaria (RAMASAMY, 1998). Neben unregelméfBigem oder kontinuierlichem Fieber gehen
unkomplizierte Krankheitsverldufe dieser Malariaform héaufig mit Muskelschmerzen,
Atemnot, Kopfschmerzen, Ubelkeit und Krimpfen einher (GRAVES und GELBAND,
2006a), wihrend komplizierte Verldufe auBerdem geprdgt sein konnen von Ikterus
(Gelbsucht), schwerer Andmie sowie Nieren- und Leberversagen (RAMASAMY, 1998;
TUTEJA, 2007). Eine weitere, gefdhrliche Komplikation stellt die zerebrale Malaria dar, die
die Gefahr eines lebensbedrohlichen Komas birgt (STACE et al., 1982; MOLYNEUX ef al.,
1989; BATISTA et al., 2009).

1.1.2. Der Lebenszyklus des Plasmodium falciparum

P. falciparum benoétigt fiir seinen Lebenszyklus zwei Wirte, weibliche Anophelesmiicken und
den Menschen. Der Abschnitt im Menschen beginnt mit der Injektion von Sporozoiten aus
den Speicheldriisen einer Anophelesmiicke in die menschliche Haut (SIDJANSKI und
VANDERBERG, 1997; MATSUOKA et al., 2002). Sobald die Sporozoiten in den Blutstrom
und tiber ihn zur Leber gelangen, passieren sie Kupffer-Zellen, penetrieren Hepatozyten und
entwickeln sich in ebendiesen binnen 9 bis 16 Tagen zu Merozoiten (FREVERT et al., 2006;
TUTEJA, 2007). In diesem Teil des Lebenszyklus, der exoerythrozytidren Schizogonie,
werden in Hepatozyten zehntausende Merozoiten gebildet, die in membranumhiillten
Vesikeln, sog. Merosomen, aus der Leber in den Blutstrom gelangen (STURM et al., 2006).
Die aus den Merosomen freigesetzten Merozoiten infizieren schlielich rote Blutkorperchen.
Damit beginnen mit der erythrozytiren Schizogonie weitere Runden der asexuellen
Vermehrung. Innerhalb von zwei Tagen entwickeln sich die Merozoiten in den roten
Blutkorperchen iiber das Ringstadium und Trophozoiten zu Schizonten, die wiederum je bis

1



L. Einleitung

zu 20 Merozoiten freisetzen konnen (MILLER et al.,, 2002; TUTEJA, 2007). Einige
Merozoiten entwickeln sich zu minnlichen Mikro- oder weiblichen Makrogametozyten, die
wiederum von einer Anophelesmiicke aufgenommen werden konnen (GREENWOOD et al.,
2008). In der Miicke schlieBt sich der Kreis; hier werden iiber verschiedene sexuelle
Entwicklungsstadien neue infektiose Sporozoiten gebildet (RAMASAMY, 1998; TUTEJA,

2007). Die Abbildung 1 fasst die einzelnen Schritte des Lebenszyklus schematisch
zusammen.
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Abbildung 1: Schema des Lebenszyklus des Plasmodium falciparum in Menschen (links) und weiblichen
Anophelesmiicken (rechts). Nach der Injektion von Sporozoiten aus den Speicheldriisen einer infizierten
Anophelesmiicke in die menschliche Haut beginnt der Lebensabschnitt der Plasmodien im humanen Wirt. Es
folgen die exoerythrozytdre Schizogonie in der Leber und die Stadien im menschlichen Blutstrom. Einige der im
Blut gebildeten Merozoiten entwickeln sich zu Gametozyten, die wiederum durch eine Miicke aufgenommen

werden konnen, um sich in ihnen zu infektidsen Sporozoiten zu entwickeln. Darstellung in Anlehnung an
GREENWOOD et al. (2008), Abbildung 1.
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Im Gegensatz zu den Blutstadien sind die Leberstadien nicht von klinischen
Symptomen begleitet (GREENWOOQOD et al., 2008). In der erythrozytiren Phase stimulieren
bspw. die GPI-Anker plasmodialer Proteine, die insb. durch das Aufreien infizierter roter
Blutkorperchen in den Blutstrom gelangen, die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine,
wie Tumornekrosefaktoren (TNFo und TNFP) und Interleukin-1, durch Makrophagen,
aktivierte Ty; Zellen und Fibroblasten (CLARK, 1978; KARUNAWEERA et al., 1992;
KWIATKOWSKI et al., 1993; SCHOFIELD und HACKETT, 1993; RAMASAMY, 1998).
Interleukin-1 verursacht das fiir Malaria charakteristische Fieber und die Ausschiittung von
Interleukin-6 und Akutphaseproteinen (RAMASAMY, 1998). Das induzierte Fieber kann
einen direkten negativen Effekt auf die Parasitenproliferation haben (KWIATKOWSKI,
1989; BRANDTS et al., 1997; LONG et al., 2001; BOYLE et al., 2013a). Dariiberhinaus
sorgt das freigesetzte TNF durch die Aktivierung neutrophiler Granulozyten und Monozyten/
Makrophagen fiir eine verbesserte, zelluldr vermittelte Abwehr, z.B. durch die Phagozytose
und das Abtoten von Blut- und Leberstadien (KWIATKOWSKI, 1989; KUMARATILAKE et
al., 1990, 1996; NUSSLER et al., 1991; RAMASAMY, 1998).

I.1.3. Privention und Behandlungsstrategien

Die Kontrolle der Ubertragung der Malariaerreger durch die Anophelesmiicken erfolgt
weitgehend mit Insektiziden, bspw. durch deren Versprithen in Innenrdumen (IRS, indoor
residual spraying®) und ihre Nutzung zur Imprégnierung von Miickennetzen (ITN,
»insecticide-treated nets*) (WHO, 2012). Zur Prophylaxe und Behandlung plasmodialer
Infektionen werden hauptsidchlich Kombinationen von Chemotherapeutika verabreicht, wie es
z.B. die Artemisinin-basierte Kombinationstherapie (ACT) vorsieht. Eine Variante der
Malariapravention ist die intermittierende praventive Behandlung, die man in drei Strategien
aufteilt: IPTi, IPTc und IPTp (,.,intermittend preventive treatment in infants“ (Kinder jiinger
als zwei Jahre), ,,in children* (zwei bis zehn Jahre) und ,,during pregnancy*‘). Diese Strategien
konnten zum Teil grofe Erfolge verzeichnen (MENENDEZ et al., 2010; RAMHARTER et
al., 2007).

Allerdings ist die Vektorkontrolle und die Behandlung mit Chemotherapeutika keine
nachhaltige Strategie zur Bekdmpfung der Malaria, da sich sowohl bei Anophelesmiicken als
auch bei Plasmodien viele Resistenzen entwickelt haben, so z.B. gegen Chloroquin,
Artemisinin oder Mefloquin (WELLEMS und PLOWE, 2001; NOSTEN et al, 1991;
DONDORP et al., 2009). AuBlerdem ist zu erwarten, dass sich mit dem Einsatz neuer
Wirkstoffe zunehmend weitere Resistenzen entwickeln werden.

Die beste und nachhaltigste Kontrolle infektioser Erkrankungen versprechen jedoch
Vakzine, da diese (1) das Potential bergen, einen langfristigeren Schutz zu verleihen und (2)
nicht von der Verfligbarkeit und Verabreichung von Chemotherapeutika abhingen. Das finis
bonorum eines Malariavakzins, das die Impflinge mehrere Jahre oder gar ihr ganzes Leben
lang schiitzt, wurde bisher nicht erreicht. Der in der klinischen Entwicklung am weitesten
Fortgeschrittene, RTS,S / ASO1 von GlaxoSmithKline, befindet sich in der klinischen Phase
3. Der Schutz vor einer Malaria durch diesen Impfstoff liegt jedoch lediglich bei 27-56%
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(AGNANDIJI et al., 2011; WHITE et al., 2014; RTS,S CLINCAL TRIALS PARTNERSHIP,
2012; 2014), daher ist eine Entwicklung weiterer Impfstoffkandidaten unverzichtbar. Dazu
zahlen z.B. rekombinante Proteine, synthetische Peptide verschiedenster Antigene, DNS,
inaktivierte, intakte Parasiten und Kombinationen von Antigenen (GRAVES und GELBAND,
2006a; 2006b; 2006c¢).

I.1.4. Immunitit

Es gibt grundsitzlich zwei verschiedene Formen der Immunitét gegen Malaria; die sterile
Immunitit, die die Manifestation der Infektion vollstindig verhindert und die Immunitét
gegen die klinische Erkrankung, bei der zwar eine gewisse Parasitimie vorhanden ist, es
jedoch nicht zu einer Symptomatik kommt (DOOLAN, 2011). Die sterile Immunitit scheint
vor allem von der CD8" T Zellantwort abhingig zu sein, was durch das Modell der
Sporozoitenimmunisierung gezeigt werden konnte (CLYDE, 1975). Diese Form der
Immunitét richtet sich nur gegen die Sporozoiten- und Leberstadien (HOFFMANN und
FRANKE, 1994; DOOLAN und MARTINEZ-ALIER, 2006). Allerdings kommt diese Form
des Schutzes nicht in der exponierten Bevdlkerung vor, sondern ist nur bei artifiziell hohen
Sporozoitenexpositionen in  experimentellen  Situationen darstellbar. Ob  diese
Vakzinierungsstrategie, wie sie mit dem Impfstoffkandidaten PfSPZ (Sanaria) angestrebt
wird, tatséchlich fiir eine flichendeckende Verabreichung tauglich ist und sich diese logistisch
und finanziell umsetzen lésst, bleibt zu klaren (vgl. HOFFMAN et al., 2010).

Im Gegensatz zur sterilen Immunitit duBBert sich die natiirlich vorkommende, sog.
Pramunitit oder Semi-Immunitét unter anderem darin, dass exponierte Individuen trotz eines
breiten Spektrums protektiver Antikorper (1) Parasiten im Blut aufweisen konnen ohne
klinische Manifestationen zu zeigen und (2) selbst nach jahrelanger klinischer Asymptomatik,
erneut klinische Phasen der Malaria durchlaufen konnen (SERGENT und PARROT, 1935;
GUPTA et al., 1999; MARSH und KINYANJUI, 2006; CROMPTON et al., 2008). Die
Gefahr des Ausbruchs einer Malaria steigt, wenn keine stindigen Neuinfektionen stattfinden
(DAY und MARSH, 1991; DZIKOWSKI und DEITSCH, 2009; RAMASAMY, 1998;
LANGHORNE et al., 2008). Diese Semi-Immunitdt bezieht sich hauptsdchlich auf die
erythrozytdren Stadien. Spektren und Titer protektiver Antikdrper richten sich dabei
vornehmlich gegen Antigene, die im Merozoitenstadium exprimiert werden (OSIER et al.,
2008), wobei die Wirkmechanismen dieser Antikorper auf (1) der Blockierung der Reinvasion
der Merozoiten in die Erythrozyten, (2) der Agglutination von Merozoiten, (3) der durch
Komplementfaktoren bedingten Lyse ebendieser und anderer Blutstadien und/ oder (4) der
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, Monozyten/ Makrophagen beruhen konnen
(RAMASAMY und RAJAKARUNA, 1997; KUMARATILAKE et al., 1996; MILLER et al.,
1984; LYON et al,. 1986; RAMASAMY et al., 1990; BLACKMAN et al., 1990; GROUX
und GYSIN, 1990; BOUHAROUN-TAYOUN et al., 1995; JAFARSHAD et al., 2007).

Dass dieser antikorpervermittelte Immunschutz iibertragbar ist, konnte bereits in den
1960er Jahren gezeigt werden. Diese Studien zeigten, dass an Malaria erkrankte Kinder oder
Erwachsene, die mit gereinigten y-Globulinfraktionen aus Serum hyperimmuner, adulter
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afrikanischer Spender behandelt wurden, nach spitestens vier Tagen eine drastische
Reduktion der Parasitdmie zeigten, womit i.d.R. gleichzeitig ein Abfall des Fiebers und eine
Besserung der Krankheitssymptome einhergingen (COHEN et al., 1961; EDOZIEN et al.,
1962; MCGREGOR et al., 1963; SABCHAREON et al., 1991). Allerdings werden passive
Vakzinierungsstrategien zur Prophylaxe und Therapie plasmodialer Infektionen bisher nicht
verfolgt oder angestrebt.

I.2. Merozoitenoberflichenprotein 10

Das Merozoitenoberflichenprotein 10 (MSP10) wurde erstmals von BLACK et al. (2003)
beschrieben. Unter der Annahme, dass es mehr als die zwei P. falciparum-Proteine MSP1 und
MSP8 geben miisse, die ein doppeltes Faltungsmotiv des Epidermalen Wachstumsfaktors
(EGF) tragen, durchsuchten sie die EST-Datenbank des ,,Malaria Genome Sequencing
Project™ nach geeigneten Sequenzen und wurden fiindig. PAMSP10 trdgt in seiner nicht
prozessierten Form 524 Aminosdurereste, von denen die N-terminalen und C-terminalen
jeweils einen hydrophoben Bereich bilden. Abbildung 2 stellt den Aufbau des Proteins
schematisch dar. Am C-Terminus befinden sich auBerdem ein Glykosylphosphatidylinositol
(GPI)-Anker und das doppelte EGF-Motiv, das durch eine sehr kompakte, gedrungene
Faltung und sechs Disulfidbriicken gekennzeichnet ist.

N Cc
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| »Single nucleotide polymorphisms* (SNP) . EGF-ahnliche Doméanen
A" Insertionen / Deletionen = GPI-Anker
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des P/MSP10 in Anlehnung an TETTEH e al. (2009). Dargestellt
sind einzelne Nukleotidunterschiede und Insertionen / Deletionen basierend auf der Analyse von Sequenzen aus
14 gambischen Patientenisolaten. Die Lage der EGF-dhnlichen Strukturmotive ist in Rot veranschaulicht.,N*:
Aminoterminus; ,C*: Carboxyterminus. Quelle: TETTEH et al. (2009), modifiziert.

In Abbildung 3 sind die Modelle der Strukturen der EGF-Motive des PMSP1 (PfMSP1,9)
und des PHMSP8 veranschaulicht; in der Abbildung 4 finden sich Vergleiche der
Aminoséduresequenzen und Sekundérstrukturen des Strukturmotivs von PIMSP1 mit PMSP8
und P/MSP10. Charakteristisch fiir dieses Faltungsmuster bei diesen drei Proteinen ist
aullerdem ein asparagin- und glycinreicher Abschnitt am Anfang des zweiten EGF-Motivs.
Das PMMSP10-Gen (MAL6P1.221) wird wahrend der asexuellen Blutstadien transkribiert
(BOZDECH et al., 2003)* und das entsprechende Protein exprimiert (BLACK e al., 2003).
Die hochsten mRNS-Konzentrationen und hochsten Proteinmengen findet man 30 bis 47
Stunden nach der Invasion der roten Blutkorperchen vor (BLACK et al., 2003, Abbildung 3).
Dies entspricht spaten Trophozoiten- bzw. Schizontenstadien.
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BLACK et al. (2003) fanden auBerdem, dass das PMSP10 ab ca. 33 Stunden nach der
Infektion der Erythrozyten proteolytisch prozessiert wird. Neben dem 80 kDa grofen,
intakten Protein findet man nun auch ein 36 kDa groB3es Fragment vor (BLACK et al., 2003,
Abbildung 3). Diese Prozessierung, die strukturelle Ahnlichkeit der EGF-Motive und die
Tatsache, dass PMSP1 und P/MSP10 den glycin- und asparaginreichen Bereich gemein
haben, lassen vermuten, dass diese Proteine zumindest in Bezug auf das EGF-Motiv eine
paraloge Funktionsweise haben konnten. Der glycin- und asparaginreiche Abschnitt des EGF-
Motivs des PfMSP1 bildet eine 3jo-Helix und ist Teil einer konservierten,
oberflachenexponierten Tasche (DREW et al., 2004; siehe hierzu auch Abbildungen 3 und 4).

EGF 1

EGF 2

Abbildung 3: Modell der Strukturen der EGF-Motive des P. falciparum MSP1 und des P. berghei MSP8 in
Anlehnung an DREW et al. (2004). Das Peptidriickgrat der EGF-Motive des MSP1 (orange) entspricht der
Struktur, die von PIZARRO et al. (2003) rontgendiffraktometrisch bestimmt wurde (http://www.rcsb.org/pdb,
Identifier 10B1). DREW und Kollegen modellierten basierend hierauf die Struktur der EGF-Doménen des
MSP8 (violett). Disulfidbriicken sind griin bzw. schwarz dargestellt. Die Lage des asparagin- und glycinreichen
Abschnitts ist mit Ovalen visualisiert. ,N‘: Aminoterminus; ,C*: Carboxyterminus. Quelle: DREW et al. (2004),
modifiziert.

PfMSP1,9 wurde aullerdem als derjenige Teil des PMSP1 identifiziert, der zusammen mit
PMSP9 mit dem Protein Bande 3 (auch: Anionenaustauscher 1, AEl) humaner
Blutkorperchen interagiert und dieses als Rezeptor nutzt (GOEL et al., 2003; LI ef al., 2004;
KARIUKI et al., 2005). Ob der glycin- und asparaginreiche Abschnitt hierbei eine Rolle
spielt und auch PAMSP8 und PMSP10 dazu befdhigt diesen Rezeptor zu binden, ist noch
nicht geklart. Fiir eine Funktion des P/MSP10 in der Adhésion an / in der Invasion in
Erythrozyten sprechen die Ergebnisse von PUENTES et al. (2005). Diese Gruppe testete
synthetische Icosapetide des PMSP10 hinsichtlich ihrer Fahigkeit an humane Erythrozyten
zu binden und das Parasitenwachstum in vitro zu hemmen. Drei der 27 Peptide, von denen
eines einem Bereich des ersten EGF-Motivs entsprach (Peptid 31132), zeigten solche
Eigenschaften. Peptid 31132 zeigte dabei eine Inhibition der Parasiten von 65% (+ 2%) bei
einer Konzentration von 200 uM (0,46 mg/mL). Ein Peptid derselben Linge und derselben
Aminosdurezusammensetzung mit randomisierter Aminosdureabfolge (,,scrambled peptide*)
zeigte nicht dieselben Bindungs- und Inhibitionseigenschaften wie Peptid 31132 (PUENTES
et al., 2005).

Ein weiteres Indiz dafiir, dass PMSP10 eine kritische Funktion zukommen kdnnte, ist,
dass sich im Serum malariaexponierter Spender Antikérper nachweisen lassen, die
insbesondere die EGF-Motive des PMSP10 erkennen (BLACK et al., 2003, Abbildung 6).
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Diese Tatsache und der Umstand, dass das doppelte EGF-Motiv des PAMSP10 bei den bisher
analysierten P. falciparum-Stdmmen sehr konserviert ist (siche Abbildung 2), sprechen dafiir,
dass es als Komponente eines aktiven Vakzins geeignet sein konnte (PUENTES et al., 2005)
oder als Zielstruktur eines passiven Impfstoffs, bspw. in Form eines protektiven
Antikorpercocktails. Bisher wurden noch keinerlei MSPI10-spezifische monoklonale
Antikorper isoliert — weder aus Nagetieren noch aus Menschen. Monoklonale Antikorper
wiren sehr wertvoll fiir die ndhere Untersuchung der Funktionsweise und der
Interaktionspartner des MSP10.

tr|Q8I0U8|Q8I0U8 PF3D7MSP119EGFs TT T T=—0 TT — T T T 2000 TT=—b

tr|Q8I0US|Q8I0US PF3D7MSP119EGFsS G| rpHLDE;«Ltl;LLN KQE. . GDK ENPNPTNtHD T T|E[ED

tr|Q8I476|Q8I476 PF3D7MSPBEGFsS El TR NNIKIDDEMN SF 1| HEAK[S 5| F 1N

tr|C6KT44 |C6KT44 PF3DTMSP10EGFs Y|IVDMSVNYFK] IPMKDMNSF":’N E™TI[VE
| I ] | J L B,

p6 B7 m2 B8
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Abbildung 4: Alignment der doppelten EGF-Motive des MSP1, des MSP8 und des MSP10 aus
P. falciparum 3D7. Cysteinreste, die an Disulfidbriicken beteiligt sind, sind griin nummeriert;
zusammengehorige sind verbunden. Aminosaurereste, die an Kontakten zwischen den EGF-Motiven des MSP1
beteiligt sind (DREW et al., 2004), sind mit violetten Ovalen markiert. Reste des MSP1, die der umgebenden
Losung zuginglich sind (DREW et al., 2004), sind mit Dreiecken gekennzeichnet. Der asparagin- und
glycinreiche Abschnitt am Anfang des zweiten EGF-Motivs des PMSP1 (Sterne) findet sich auch bei PMSPS8
und PMSP10 wieder. Die Sekundérstrukturinformation (PDB Eintrag 10B1 (Kette C)) wurde mithilfe der
Werkzeuge auf http://espript.ibcp.fr auf das Alignment von PMSP1, PMSP8 und P/MSP10 iibertragen.
T: Turns; B: B-Strénge; 1: 3;o-Helices. Die Sequenzen wurden bezogen von http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
(Q8IOUS, Q81476 und C6KT44). Entsprechende C-terminale Abschnitte wurden mithilfe des Clustal Omega
Werkzeugs verglichen (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).

I1.3. Apikales Membranantigen 1

Das Apikale Membranantigen 1 (AMA1) wurde 1982 erstmals beschrieben (DEANS et al.,
1982). Ahnlich wie MSP10 wird AMA1 hauptsichlich in den spiteren erythrozytiren Stadien
exprimiert (PETERSON et al., 1989; NARUM und THOMAS, 1994). Im Gegensatz zur
MSP10 wird AMA1 aullerdem auch in Sporozoiten exprimiert (SILVIE et al., 2004), der
Fokus soll hier jedoch auf den asexuellen Blutstadien liegen. AMAI liegt zunichst als
83 kDa-Vorlauferprotein vor, welches in den Mikronemen lokalisiert ist (DONAHUE et al.,
2000; HEALER et al., 2002) und zum Zeitpunkt der Freisetzung der neuen Merozoiten
prozessiert wird, sodass ein — immer noch membrangebundenes — 66 kDa grof3es Fragment
entsteht (NARUM und THOMAS, 1994; HOWELL et al., 2001). Dieses AMA 14 transloziert
schlieBlich an die Merozoitenoberfliche (NARUM und THOMAS, 1994; HEALER et al.,
2002), um dort am apikalen Ende seine Funktion bei der Invasion eines neuen roten
Blutkorperchens zu erfiillen. Hierzu interagiert es mit RON2, einem sehr konservierten,
plasmodialen Protein, welches vor der Invasion aus den Rhoptrien des Merozoiten
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ausgeschiittet wird und sich in die Erythrozytenmembran einlagert (BESTEIRO et al., 2009;
TONKIN et al., 2011; LAMARQUE et al., 2011). Der Kontakt zwischen AMA1 und RON2
wird vermittelt durch eine auBlerhalb der Erythrozytenmembran liegende hydrophobe Helix
des RON2 und eine konservierte hydrophobe Bindungstasche des AMAT1 (BAI et al., 2005;
PIZARRO et al., 2005; TONKIN et al., 2011). Dies ist schematisch in Abbildung 5
dargestellt. Die Bildung des AMA1:RON2-Komplexes ist insofern kritisch fiir die Invasion
als er einen Teil der ,,Moving Junction* darstellt (AIKAWA et al. 1978; LAMARQUE et al.,
2011) und als Anker des Aktin-Myosin-Motors fungiert, welcher den Merozoit aktiv in das
rote Blutkorperchen zieht (BAUM et al., 2006; JEWETT und SIBLEY, 2003; SRINIVASAN
etal.,2011).

Merozoit .

90°

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Interaktion von AMA1 und RON2 bei der Invasion eines
Merozoiten in ein rotes Blutkérperchen. AMA1 wird zum Zeitpunkt der Freisetzung junger Merozoiten aus
deren Mikronemen ausgeschiittet und bleibt membrangebunden am apikalen Ende der Merozoiten. RON2,
welches vor der Invasion eines roten Blutkorperchens aus den Rhoptrien des Merozoiten ausgeschiittet wird und
sich in die Erythrozytenmembran einlagert, dient AMA1 als Bindungspartner. Die Interaktion wird {iber eine
hydrophobe Bindungstasche auf Seiten des AMA1 und eine hydrophobe, auBlerhalb des Erythrozyten liegende
Helix auf Seiten des RON2 vermittelt. Rosa: Zytoplasma des roten Blutkorperchens; violett: AMAL; sattes griin:
RON2. Quelle: TONKIN et al. (2011), modifiziert.

Antikorper, die sich gegen AMAI richten, konnen die Invasion der Merozoiten in
vitro unterbinden (HODDER et al., 2001; SILVIE, et al., 2004) und die Mehrzahl der
malariaexponierten Individuen weisen Antikorper auf, die spezifisch an AMAI1 binden
(THOMAS et al., 1994; POLLEY et al., 2004; CHELIMO et al., 2005; CORTES et al.,
2005). Dies kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass solche Antikérper sehr
wahrscheinlich Teil des protektiven Immunglobulinrepertoires sind. Es wird angenommen,
dass eine inhibitorische Wirkung AMAI-spezifischer Antikorper auf mindestens drei
verschiedene Weisen herbeigefiihrt werden kann: (1) durch die Blockierung von Epitopen, die
an der Interaktion mit anderen Proteinen, wie z.B. RON2, beteiligt sind; (2) durch die
Beeintrachtigung der proteolytischen Prozessierung des AMAI; (3) durch die Stérung der
Umverteilung der proteolytischen Spaltprodukte (DUTTA et al., 2005). Der zytoplasmatische
Teil des AMA1 wird auBBerdem an einem Serinrest (S610) phosphoryliert; diese Modifikation
hat sich als kritisch fiir die Invasion erwiesen (TREECK et al., 2009; LEYKAUF et al., 2010;
SRINIVASAN et al., 2011). Daher konnte eine weitere Moglichkeit der Inhibition darin
bestehen, eine frithzeitige Phosphorylierung herbeizufiihren — etwa durch Imitation eines
natlirlichen AMA1 Liganden — und eine dadurch bedingte, verfriihte Auslésung von
Ereignissen, die fiir die Invasion essentiell sind.

Bisher wurden noch keine humanen monoklonalen Antikérper isoliert und
beschrieben, die AMAL1 erkennen. Es gibt jedoch einige AMA1-spezifische Antikdrper aus
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Nagetieren. Zwei hiervon, mAb1F9 und mAb4G2, sind sehr gut untersucht; sie wirken
inhibitorisch, indem sie die Ausbildung des AMA1:RON2-Komplexes unterbinden (COLEY
et al., 2006; 2007; COLLINS et al., 2007; 2009). Es wire interessant zu sehen, ob humAbs,
die sich gegen AMAI richten, dhnlich wirken und ob diese eine stammabhéngige Inhibition
zeigen. Des Weiteren konnten solche Antikorper als passives Vakzin geeignet sein, welches
seine Wirkung nicht nur auf der Ebene der erythrozytiaren Stadien entfalten konnte, sondern
bereits auf der Ebene der Etablierung der Leberstadien. Denn AMAI ist nicht nur fiir die
Invasion von Merozoiten in rote Blutkdrperchen essentiell, sondern wird auch in Sporozoiten
exprimiert, die Hepatozyten infizieren (SILVIE ef al., 2004).

I.4. Humane monoklonale Antikorper

Monoklonale Antikorper des authentischen humanen Immunglobulinrepertoires sind in
vielerlei Hinsicht von besonderem Wert sowohl fiir die Grundlagenforschung und die
angewandte Forschung als auch fiir die Anwendung als Diagnostika, Prophylaktika und
Therapeutika. Humane monoklonale Antikérper (humAbs) gewédhren Einblicke in die
natiirliche Entwicklung und die Wirkmechanismen humoraler adaptiver Immunitit — gegen
Pathogene oder entartete, korpereigene Zellen — oder Autoimmunitdt und konnen somit
richtungsweisend sein z.B. fiir die Entwicklung aktiver und passiver Impfstoffe und
zielgerichteter Antikorper-Wirkstoff-Konjugate (,,Antibody-Drug Conjugate, ADC).

Es liegt auf der Hand, dass es ethisch und moralisch nicht vertretbar ist, Menschen zu
diesen Zwecken zu infizieren oder eine Autoimmunantwort zu provozieren, um ihr
B Zellrepertoire nutzbar zu machen. Daher ist auf B Lymphozyten solcher Individuen
zuriickzugreifen, die eine entsprechende immunologische Vorgeschichte aufweisen.” Zu den
Methoden zur Gewinnung authentischer humAbs aus humanen B Zellen zéhlen vor allem
Phagendisplaytechniken (ENGBERG et al., 1995; ADAMS und SCHIER, 1999; ZHANG et
al., 2003), Einzelzell-PCR (TILLER et al, 2008) und Epstein-Barr Virus (EBV)
Transformationstechniken (TRAGGIALI et al., 2004; SIMMONS et al., 2007; SIMONELLI et
al.,2013).

I.5. Techniken der EBV Transformation

Lange Zeit fand die Technik der Epstein-Barr Virus Transformation® keine Anwendung zur
Erzeugung humaner (monoklonaler) Antikérper, sondern diente Studien humaner
Histokompatibilitditskomplexe (JONES et al., 1975; LANTZ et al., 1991; BASS et al., 2004),
der Untersuchung des onkogenen Potentials dieses Herpesvirus (HUMME et al., 2003) oder
der Generierung groBer Mengen hochmolekularer menschlicher DNS (AMOLI et al., 2009).
STEINITZ et al. erzeugten 1977 erstmals lymphoblastoide Zellreihen, die humane anti-
Hapten-Antikorper sezernierten (STEINITZ et al., 1997). Seitdem wurden die Techniken
weiter verfeinert und optimiert. Zwar lassen sich sogenannte lymphoblastoide Zellen (LCLs)
spontan erzeugen, wenn etwa periphere B Lymphozyten eines EBV-seropositiven Spenders in
Kultur genommen werden (YAMAMOTO et al., 1981; LEWIN et al., 1987, AVILA-
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CARINO et al., 1997). Man nutzt heute jedoch meist EBV, das mithilfe einer Zelllinie aus
Marmosettaffen, B95-8, hergestellt wird (MILLER et al., 1972; MILLER und LIPMAN,
1973) und setzt der Kultur weitere Zusédtze, wie etwa Cyclosporin A oder L-Leucyl-L-leucin-
O-methylester, hinzu, sofern zytotoxische T Zellen zu inhibieren sind (THORLEY-LAWSON
et al., 1977; TOSATO et al., 1982; OHLIN et al., 1992; ICHIKAWA et al., 1999). Weitere
Additive konnen bspw. CpG ODN 2006 oder R-848 (TLR9- bzw. TLR7/8-Liganden) sein,
die einen positiven Effekt auf die B Zellaktivierung und -proliferation haben (TOMAI ef al.,
2000; MARTIN et al., 2007; PINNA et al., 2009; TRAGGIAI et al., 2004; FRAUSSEN et
al., 2010). Des Weiteren besteht die Mdglichkeit entweder (1) die gesamte mononukleédre
Leukozytenpopulation des peripheren Blutes, d.h. PBMCs, die T Zellen, B Zellen, Monozyten
und einige NK Zellen enthalten, einzusetzen und mit EBV zu behandeln oder (2) nur eine
bestimmte B Zellpopulation der PBMCs, die man mittels Durchflusszytometrie oder
magnetischer Zellseparation angereichert hat, mit EBV zu infizieren. Im letzten Fall bietet es
sich an, die B Lymphozyten auf bestrahlten Versorgerzellen zu betten und zu transformieren,
wie z.B. auf murinen Monozyten-/ Makrophagenzellen (J-774A.1) (vgl. HWANG et al.,
2012), humanen embryonalen Fibroblasten (vgl. DIRMEIER ef al., 2003) oder humanen
PBMCs (vgl. TRAGGIALI et al., 2004; FRAUSSEN et al., 2010). Es wird angenommen, dass
diese Zellen die Transformationseffizienz dadurch positiv beeinflussen, dass sie Zell-Zell-
Kontakte vermitteln (TIEBOUT et al, 1987) und losliche, parakrin wirkende Faktoren
ausschiitten (DIRMEIER et al., 2003). Einige Tage bis Wochen nach der Infektion konnen die
frischen lymphoblastoiden Zellen erneut stimuliert werden, z.B. mit CpG ODN 2006 und
Interleukin-2 (IL-2). Vielversprechende Zellreihen identifiziert man hdufig mittels ELISA.

1.6. Zielsetzungen und Strategie

Fiir die Gewinnung humaner monoklonaler Antikdrper aus EBV-transformierten B Zellen
semi-immuner Spender gilt es, eine geeignete EBV Transformationstechnik (im weiteren
Sinne) zu optimieren bzw. an die jeweils im Labor gegebenen Randbedingungen, die z.B.
durch den Typ des Durchflusszytometers und andere Gerédte gegeben sein konnen,
anzupassen. Des Weiteren gilt es, die EBV Transformationstechnik effizient zu gestalten,
welches dadurch erreicht werden kann, dass nicht die gesamte IgG' / CD22" B Zellpopulation
zur Transformation eingesetzt wird, sondern lediglich der antigenspezifische Teil der IgG" /
CD22" B Lymphozyten.” Hierzu sollen rekombinant exprimierte Proteine, die plasmodiale
Epitope tragen, chemisch fluoreszenzmarkiert und fiir die durchflusszytometrische
Anreicherung der IgG"/ CD22" B Zellen eingesetzt werden (Schritt 1, Abbildung 6). Nach der
EBV Transformation im engeren Sinne (Schritt 2, Abbildung 6) gilt es, die lymphoblastoiden
Kulturen mittels ELISA und Spektratyping/ Fragmentanalyse hinsichtlich der Sekretion anti-
plasmodialer Antikorper bzw. des Grades der Klonalitdt zu untersuchen (Schritt 3, Abbildung
6). Diese Informationen sind mal3geblich dafiir, welche Kulturen zur molekularbiologischen
Sicherung der variablen Bereiche der Immunglobuline verwendet werden und mit welchem
Arbeitseinsatz diese Sicherung zu betreiben ist.”
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Herangehensweise zur Generierung humaner monoklonaler
Antikorper gegen Plasmodium falciparum mittels EBV Transformation von antigenspezifischen B Zellen
ghanaischer Spender. 1: Als Quelle antigenspezifischer humaner B Lymphozyten dienen kryokonservierte
PBMCs (mononukledre Leukozyten des peripheren Bluts) semi-immuner Spender aus Kumasi, Ghana. Die
durchflusszytometrische ~Anreicherung spezifischer, reifer IgG" / CD22" B Zellen sollen mithilfe
fluoreszenzmarkierter, rekombinant hergestellter plasmodialer Proteine erfolgen. 2: Die EBV Transformation der
angereicherten spezifischen IgG" / CD22" B Zellen sollen mithilfe bestrahlter PBMCs eines europdischen
Spenders als Versorgerzellen, EBV-reichem B95-8 Zellkulturiiberstand und einem synthetischen TLR9-
Liganden, CpG ODN 2006, durchgefiihrt werden. 3: Drei bis fiinf Wochen nach der Infektion kdnnen die
generierten Kulturen charakterisiert werden hinsichtlich Klonalitidt und Sekretion spezifischer, anti-plasmodialer
Antikorper. 4: Aus vielversprechenden Kulturen sollen Vy-, V- und V,-Sequenzen humaner Immunglobuline
gesichert und in Vektoren kloniert werden, die zur Expression von IgGl:k und IgGl:A2 in Nicotiana
benthamiana geeignet sind. 5: Volllingen-IgG1:x oder -IgG1:A2 kénnen sowohl zu Testzwecken als auch zur
Produktion groferer Mengen (100-200 mg) in N. benthamiana exprimiert werden. 6: Die Untersuchung der
generierten anti-plasmodialen humanen Antikorper soll mittels ELISA, Oberfldchenplasmonresonanz-
spektroskopie (SPR), indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie (IFA) und Wachstumsinhibitionstests in vitro
(GIA) bewerkstelligt werden.

Die amplifizierten Vy-, V-, und V,-Sequenzen sollen anschlieBend direkt in ihre jeweils
geeigneten Expressionsvektoren (pTRAkt IgG1 H, pTRAkt Igk oder pTRAkt Ig)) kloniert
werden oder in einen kommerziellen TopoVektor, der die vorherige Entfernung endogen

vorhandener Restriktionsschnittstellen erlaubt, die die direkte Klonierung in die pTRAKkt-
Vektoren verhindern wiirden (Schritt 4, Abbildung 6). Nach Einbringung der pTRAkt-
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Expressionsvektoren in Agrobacterium tumefaciens (Rhizobium radiobacter) und der
Vakuuminfiltration von Nicotiana benthamiana mit ebendiesen sollen die Vy-, V-, und V-
Regionen im Kontext von Volllingen-IgG1:x oder -IgG1:A2 rekombinant exprimiert werden
(Schritt 5, Abbildung 6). Jene Antikorper, die im ELISA plasmodiale Antigene erkennen,
sollen in groBerem MaBstab in 8-16 N. benthamiana-Pflanzen produziert’, iiber Protein-A-
Affinitdtschromatographie gereinigt und detaillierter charakterisiert werden. Hierzu zdhlen die
Untersuchung (1) der Epitope hinsichtlich der Lage und moglicherweise konformationeller
Restriktionen, (2) der Bindungskinetiken und -affinititen mittels Oberflichenplasmon-
resonanzmessungen, (3) der Erkennung der authentischen plasmodialen Proteine mithilfe
indirekter Immunfluoreszenzmikroskopie (IFA) und (4) der inhibitorischen Eigenschaften in
vitro (Schritt 6, Abbildung 6).

Idealerweise werden mithilfe dieser Strategie mehrere hochaffine anti-plasmodiale
humAbs isoliert, die P. falciparum-Stimme unterschiedlichen geographischen Ursprungs zu
inhibieren vermogen und die zum weiteren Verstindnis der Interaktion zwischen Parasit und
dem humanen Wirt beitragen konnen.

12
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I1. Material und Methoden
I1.1. Materialien
II.1.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Chemikalien und Medienkomponenten wurden bezogen von Roth
(Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Miinchen), TIB Molbiol (Berlin), Roche Diagnostics
(Mannheim), GE Healthcare (Freiburg), Planta Diingemittel (Regenstauf) und Invitrogen /
Life Technologies (Darmstadt). Die Verbrauchsmaterialien wurden bestellt bei Sarstedt
(Niimbrecht), GE Healthcare (Freiburg), VWR International (Darmstadt), Biozym (Hessisch
Oldendorf), BD Biosciences (Heidelberg), Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio One
(Frickenhausen), Roth (Karlsruhe), Whatman (Bender & Hobheim, Bruchsal), Sartorius
Stedim (Gé6ttingen), Schott (Mainz), Labomedic (Bonn) und Nunc (Langenselbold).

I1.1.2. Puffer, Losungen und Medien

Alle Puffer, Suspensionen und Lésungen wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt und
nach Standardrezepten angesetzt (SAMBROOK und RUSSELL, 2001), sofern nicht anders
angegeben. Bei Bedarf wurden die Losungen und Suspensionen einer Sterilfiltration mit
0,22 um-Filtern oder einer Dampfsterilisation (121 °C, 20 min) unterzogen. Die folgende
Tabelle fasst solche Puffer, Suspensionen und Ldsungen und deren Zusammensetzung
zusammen, die nicht zum Standardsortiment gehdren.

Tabelle 1: Zusammenstellung von Puffern und Medien und deren Zusammensetzung. ,n.d.° : nicht
definiert.
Puffer, Losungen und Medien Bestandteile pH Anmerkung
1,043% (M/V) RPMI 1640 Pulver
24 mM Hepes
24 mM NaHCO;
Albumax IT (10X) 25 pg/mL Gentamycin 7,0-74
5% (M/V) Albumax II
0,2 mM Hypoxanthin
0,2% (M/V) D-Glukose
DMEM mit ,,Glutamax”
10% (V/V) FKS
100 U/mL Penicillin
100 pg/mL Streptomycin
11,9 mM NaHCO;,
Erythrozyten-Lysepuffer 0,5 mM EDTA (pH 8,0) 8,0 bei 25 °C lagern
141,2 mM NaCl
10 mM Natriumdisulfit 74 frisch bereiten,
in PBS ’ auf 0 °C kiihlen
50 mM Tris (pH 8,0)
150 mM NaCl
2 mM EDTA (pH 8,0)
0,5% (M/V) BSA Fraktion V
2% (V/V) FKS
FACS-Firbepuffer I mM EDTA 7,4
in PBS

D10 7,4

Extraktionspuffer

FACS-Analysepuffer 8,0 bei -20 °C lagern
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Tabelle 1. (Fortsetzung)

II. Material und Methoden

Puffer, Losungen und Medien

Bestandteile

pH

Anmerkung

GIA-Substratldsung

75,5 uM APAD

2,44 mM NBT

1 U/mL Diaphorase

100 mM Tris (pH 8,0)

311 mM L-Laktat

0,25% (V/V) Triton X-100

8,0

APAD, NBT
und Diaphorase
frisch dazugeben

Glycerolyte (Einfriermedium fiir
Plasmodien)

57% (V/V) Glycerin
143 mM L-Laktat

4 mM KCl

25 mM NaH,P0O4

6,8

sterilfiltrieren,
bei 4 °C lagern

HBS-EP-Puffer

10 mM Hepes

150 mM NacCl

3,4 mM EDTA

0,05% (V/V) Tween 20

7,4

durch 0,45 pm
Filter filtrieren,
Tween20 danach
dazugeben

IFA-Férbepuffer

1% (V/V) FKS
0,01% (V/V) Saponin
in PBS

7,4

frisch herstellen

Infiltrationsmedium (2X)

45 mM D-Glukose

585 mM Saccharose

0,2% (M/V) FertyMega?2 (Planta
Diingemittel GmbH)

Malariazellkulturmedium (MCM)

90% (V/V) RPMI 1640

25 mM Hepes

10% (V/V) 10X Albumax II
50 pg/mL Gentamycin

2 mM L-Glutamin

7,4

MCM (2X)

80% (V/V) RPMI 1640

25 mM Hepes

20% (V/V) 10X Albumax I1
100 pg/mL Gentamycin

4 mM L-Glutamin

7,4

NBT/ BCIP-Entwicklungslosung

410 uM NBT
510 uM BCIP
100 mM Tris
100 mM NaCl
5 mM MgCl,

9,6

Percoll-Synchronisierungslosung

70% (M/V) Percoll
7,8% RPMI 1640
2 mM Hepes

160 mM D-Sorbit
30 mM NaCl

0,6 mM KCI

1,8 mM NazHPO4
0,3 mM KH2P04

n.d.

frisch herstellen,
sterilfiltrieren,
bei 4 °C lagern

pLDH-Puffer

100 mM Tris (pH 8,0)
311 mM L-Laktat
0,25% (V/V) Triton X-100

8,0

bei -20 °C lagern

Protein-A-Chromatographie
Bindungs-/ Waschpuffer

0,2 M Tris HC1

9,0

Protein-A-Chromatographie
Elutionslosung

0,2 M Natriumzitrat

2,5

Protein-A-Chromatographie
Neutralisierungspuffer

1 M Tris HC1

9,0
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Tabelle 1. (Fortsetzung)

Puffer, Losungen und Medien Bestandteile pH Anmerkung
90% (V/V) RPMI 1640 mit
,,Glutamax”
R10 10% (V/V) FKS 7,4
100 U/mL Penicillin

100 pg/mL Streptomycin
90% (V/V) RPMI 1640
2 mM L-Glutamin
25 mM Hepes
R10HP (B Zellmedium) 1 mM Pyruvat 7,4
10% (V/V) FKS
100 U/mL Penicillin
100 pg/mL Streptomycin
80% (V/V) RPMI 1640
2 mM L-Glutamin
25 mM Hepes
R20HP 1 mM Pyruvat 7,4
20% (V/V) FKS
100 U/mL Penicillin
100 pg/mL Streptomycin
150 mM NaCl
R 50 mM D-Glukose sterilfiltrieren,
SAG-Mannit-Losung 1,2 mM Adenin n.d. bei 4 °C lagern
28,8 mM D(-)-Mannit
Sorbit-Synchronisierungslosung 275 mM D-Sorbit n.d.
0,5% (M/V) Fleischextrakt
0,1% (M/V) Hefeextrakt
YEB-Medium 14,6 mM Saccharose 7.4
0,5% (M/V) Sojapepton
5,25 mM MgCl,

autoklavieren,
bei 25 °C lagern

I1.1.3. Antikorper und Enzyme

Die folgenden Tabellen fassen die verwendeten, kommerziell erhdltlichen Antikorper und
Enzyme zusammen. Der Antikorper 2G12 wurde freundlicherweise von Dr. Jiirgen Drossard,
(Fraunhofer IME, Aachen) zur Verfiigung gestellt. Die Pridparation BG98, welches
polyklonales, PFAMA1-spezifisches Kaninchen-IgG enthilt, wurden freundlicherweise von
Dr. Ed Remarque (BPRC, Rijswijk, Niederlande) zur Verfiigung gestellt. Das Hybridom 2.44,
das einen murinen monoklonalen Antikdrper sezerniert, der sich gegen das EGF-Motiv des
PfMSP4 richtet, wurde von Alexander Boes generiert und zur Verfiigung gestellt. Das Enzym
Diaphorase aus Clostridium kluyveri fiir die Quantifizierung plasmodialer Laktathydrogenase
(Abschnitt 11.2.2.11.) wurde von Sigma bezogen.

Tabelle 2: Detektionsantikorper fiir Western Blot und ELISA.

Spezifitiit Anbieter Nachweisenzym Verdiinnung
Maus anti-humanes IgE Sigma (A3076) Alkalische Phosphatase 1:4000

Maus anti-humanes IgM Sigma (A2189) Alkalische Phosphatase 1:10000
Ziege anti-humanes IgA Sigma (A9669) Alkalische Phosphatase 1:5000

Ziege anti-humanes IgG (Fcy) Jackson (109-055-008)  Alkalische Phosphatase 1:5000

Ziege anti-humanes [gG (H+L) Promega (S3821) Alkalische Phosphatase 1:5000

Ziege anti-humanes Igk Sigma (A3813) Alkalische Phosphatase 1:5000

Ziege anti-humanes Igh Sigma (A2904) Alkalische Phosphatase 1:5000
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Tabelle 3: Fluoreszenzmarkierte Antikérper zur durchflusszytometrischen Sortierung von B Zellen und
zur Verwendung in der Immunfluoreszenzmikroskopie.

Spezifitit Anbieter Nachweis- Verdiinnung
fluorochrom
Esel anti-humanes IgG Dianova (709-165-149) Cy3 1:1000
Maus anti-humanes CD19  Biolegend (302212) APC 1 uL fiir 2 x 10° vitale Zellen
Maus anti-humanes CD19  Life Technologies RPE 5 uL fiir 2 x 10° vitale Zellen
(MHCD1904)
Maus anti-humanes CD22 BD Biosciences (333145) APC 4 uL fir 10" vitale Zellen
Maus anti-humanes CD3  Biolegend (300319) FITC 2 uL fiir 2 x 10° vitale Zellen
Maus anti-humanes IgG BD Pharmingen (555787) PE 12 pL fiir 107 vitale Zellen
Ziege anti-humanes 1gG Dianova (109-165-088) Cy3 1:1000
Ziege anti-humanes 1gG Dianova (109-605-003) Alexa Fluor 647  1:100
Ziege anti-murines 1gG Invitrogen (A-11001) Alexa Fluor 488  1:100
Tabelle 4: Enzyme fiir molekularbiologische Arbeiten.
Name Anbieter
Age 1 HF NEB (R3552)
Bsi WI NEB (R0553)
Bst NI NEB (R0168)
Dpn 1 NEB (R0176)
Expand High Fidelity PCR System Roche (04738276001)
HotStarTaq Polymerase Qiagen (203205)
JumpStart™ REDTaq Sigma Aldrich (D8187)
Nco 1 HF NEB (R3193)
Not 1 HF NEB (R3189)
Sal1 HF NEB (R3138)
T4 Ligase NEB (M0202)
Taq Polymerase Invitrogen (10342020)
Xbal NEB (R0145)
Xhol NEB (R0146)

I1.1.4. Matrices zur Reinigung von Proteinen

Die Matrices zur Reinigung von IgG und rekombinanten Proteinen, Protein-A-Keramikmatrix
(,,Protein A Ceramic HyperD*) und Ni**-IMAC-Sepharose (,,Chelating Sepharose*), wurden
von PALL bzw. GE Healthcare bezogen.

I1.1.5. Kitsysteme

Fiir die vorliegende Arbeit wurden verschiedene, kommerziell erhéltliche Baukastensysteme
genutzt, (1) um Proteinkonzentrationen zu bestimmen, (2) um gereinigte Proteine mit dem
Fluorochrom Alexa Fluor 488 zu versehen, (3) um Nukleinsduren zu reinigen, (4) um mRNS
oder cDNS zu generieren oder (5) um PCR-Amplifikate ohne vorherigen Restriktionsverdau
in einen Vektor zu klonieren. Die folgende Tabelle fasst die genutzten Kitsysteme zusammen.
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Tabelle 5: Uberblick der verwendeten Baukastensysteme.

Name Anbieter

»Alexa Fluor® 488 Antibody Labeling” Kit Life Technologies (A-20181)

,,BCA Protein Assay Kit* Thermo Scientific (23227)

,NucleoSpin Gel and PCR Clean-up* Kit Macherey und Nagel (740609)

,NucleoSpin Plasmid” Kit Macherey und Nagel (740588)

,NucleoSpin RNA II”” RNS-Isolationskit Macherey und Nagel (740955)

,NucleoSpin Tissue” Kit zur Isolation genomischer DNS  Macherey und Nagel (740952)

,,RNeasy Plus Mini”” RNS-Isolationskit Qiagen (74134)

LHuperScript 1T CellsDirect” cDNA Synthesekit Life Technologies (18.080.300)

LHuperScript I First Strand* cDNA Synthesekit Life Technologies (18.080.051)

»TOPO TA” Cloning Kit Life Technologies (45-0641)

I1.1.6. Oligonukleotide

Oligonukleotide zur Amplifizierung, zur Klonierung und zur Fragmentanalyse wurden bei
Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bestellt. Primer zur Sicherung variabler Bereiche
humaner Antikorper sind in der Publikation von TILLER et al. (2008) beschrieben und sind
im Anhang aufgefiihrt. Weitere, im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Primer zur Klonierung
schwerer und leichter Immunglobulinketten finden in Tabelle 6 Erwdhnung.

Tabelle 6: Zusammenstellung des erweiterten Primersets zur Sicherung und Klonierung variabler

Bereiche humaner Antikérper. Restriktionsschnittstellen sind durch Unterstreichung markiert.

Bezeichnung

Sequenz

Primer fiir die Sicherung und Klonierung von Vy-Bereichen:

L-VH2 5-GGCTTCATCTTCTTATGYYTTCTCCACAGGGGTCTTRTCC-3'
L-VH3 NEW 5-GTTTGCAGGTGTCCAGTGTGARGTGCAG-3'

L-VH4 NEW 5'-ACAGGGGTCCTGTCCCAGSTGCAGCT-3'

L-VH6 NEW 5-CTTTTGTCTCCAGGTGTCCTGTCACAGGTACAG-3'

L-VH7 5'-GTGCCCACTCCCAGGTGCAGCTGGTG-3'

L-VHI-18, 1-8 5'-CACAGGTGCCCACTCCCAGGTKCAGCTG-3'

L-VHI1-2 5'-CACAGGAGCCCACTCCCAGGTGCAGCTG-3'

L-VHI1-24 5'-CACAGGCACCCACGCCCAGGTCCAGC-3'

L-VHI1-3 5'-TACAGGTGYCCACTCCCAGGTYCAGCTK-3'

L-VHI1-45 5'-CACAGATGCCTACTCCCAGATGCAGCTG-3'

L-VH1-46 5'-CGCAGGTGCYCACTCCCAGGTGCAGC-3'

L-VH1-58 5'-CACAGGTGCCCACTCCCAAATGCAGCTG-3'

L-VH1-69*1,*4 5'-CACAGGTGTCCAGTCCCAGGTSCAGCTG-3'

L-VHI1-69*3 5'-CAGAGGTGTCCACTCCCAGGTSCAGCTG-3'

3’ C(a) CH1 5'-GCCCTGGACCAGGCAGGCGATG-3'

3" C(e) CH1 5-TGCTTGGCCCACGCACCCGAGACG-3'

3" C(3) CH1 5'-GGGCTGTTATCCTTTGGGTGTC-3'

Age I VH 6F10 5'-AACTGCAACCGGTGTACATTCTCAGGTGCAGGTGCAGG-3'

Age 1 VH 1E4 Nol

5'-AACTGCAACCGGTGTGCACTCCCAGGTGCAGC-3'

Age I VH 1E4 No2

5'-AACTGCAACCGGTGTCCAGTGTGAAGTGCAGCTG-3'

Age 1 VH3 1D9

5'-AACTGCAACCGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGCAA-3'

H 11C10 Agel

5'-AACTGCAACCGGTGCCCACTCCCAGGTGCAGC-3'

Sal I JH 1D9

5'-AATGCGAAGTCGACGCTGAAGACACAGTGATCATTGTCC-3'
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II. Material und Methoden

Bezeichnung Sequenz
3498 Sal 1 JH 5'-ATGCGAAGTCGACGCTGAAGAGACGATGACCAG-3'
Sal JH 1E4 Nol 5’-AAAAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGATC-3’

Sal JH 1E4 No2

5'-AATGCGAAGTCGACGCCCACGACACCGTCACCGGTT-3'

Primer fiir die Sicherung und Klonierung von V,-Bereichen:

L-VK3D-7*01

5'-CACAGCTTCTTCTTCCTCCTGCTACTC-3'

L-VK5-2%01

5'-AGCTTCCTCCTCCTTTGGATCTCT-3'

L-VK1-37*01, L-VKID-
37*01, LVK1D-42*01

5'-ATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGG-3'

L-VK2D-24*01

5'-CTCCTTGCTCAGCTTCTGGGGCTG-3'

L-VK6-21*01, L-VK6D-

5-CATTGGGTTTCTGCTGCTCTGGGTT-3'

21*01
L-VK6D-41*01 5-ATTCCTGCGGCTTCTGCTCCTCTGGG-3'
L-VK7-3*01 5'-GGGGCTCCTTTGCTGTGGATCCTCC-3'

11C10KDM1 for

5’-AACTGCAACCGGTCACGTGCACGAAATTGTGC-3¢

11C10KDM1 bw

5’-AAGCCACCGTACGTTTGATCTCCACCTTGGTC-3’

11C10KDM18 for

5’-AACTGCAACCGGTGTACATGGGTTCGCCCT-3’

11C10KDMI18 bw 5-AAGCCACCGTACGTTTGATTTCCACCTTGGTC-3’
11C10KDM27for 5*-TTGTGCTGCAACCGGTGTACATACCCAGACTCCAGTCTCC-3’

11C10KDM3 1 for 5-GTGCTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATTGTGTTGACCCAGTCTCCATTC-3’
11C10KDM3 1back 5’-AAGCCACCGTACGTTTGACTTCCACCTTG-3’

11C10KDM 3 for 5’-CTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATTGTGTTGACCCAGTCTCCAGCCACC-3’
11C10KDM13back 5-“AAGCCACCGTACGTTTGATTTCCACCTTGGTCCC-3¢

11C10KDM28for 5-“ACTGCAACCGGTGTACATTGTGACATCCAGATGACCCAGTCTCCACTC-3¢
11C10KDM28back 5"AAGCCACGTACGTTTGATCTCCAGTTTGG-3’

11C10KDM3for 5-AACTGCAACCGGTGTGCACGAAATTGTGCTGACTC-3’

11C10KDM29for 5-AACTGCAACCGGTACCCAGTCTCCATTCTCCC-3’

11C10KDM30for 5’-CTGCAACCGGTGTACATTCGGACATCGTGATGACCCAGACTCCAGTCAC-3’
11C10KDM32for 5-ACTGCAACCGGTGTACATTCGGACATCGTGATGACCCAGTCTCCATCC-3’

Primer fiir die Sicherung und Klonierung von V;-Bereichen:

AgelV3LambdaDM 5'-AAAGTGCTACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTG-3'
AgelV2LambdaDM 5'-AAACTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGC-3'
XholJLambdaDM 5'-AACTCCTCACTCGAGGGCGGGAACAGAGTG-3'
AgelV2LambdaDM 5'-AAACTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGC-3'
XholJLambdaDM 5'-AACTCCTCACTCGAGGGCGGGAACAGAGTG-3'

Einige der gesicherten variablen Sequenzen humaner Antikorper trugen endogene, d.h. nicht
kiinstlich eingefiihrte Restriktionsschnittstellen, die die direkte Klonierung in die
Expressionsvektoren unmdglich machten. Daher wurden solche Schnittstellen mittels
zielgerichteter Mutagenese entfernt ohne die Aminosdureabfolge zu dndern oder ein seltenes
Kodon einzufiihren. Da es galt die Antikorper in Tabak zu exprimieren, wurde die ,,codon
usage* von N. benthamiana als Grundlage herangezogen (http://www.kazusa.or.jp/codon).
Tabelle 7 fasst die fiir die Mutagenese benutzten Oligonukleotide zusammen. Die Methode
der zielgerichteten Mutagenese ist in Abschnitt 11.2.3.6. beschrieben.
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Tabelle 7: Primer zur zielgerichteten Mutagenese von variablen Bereichen humaner Antikorper.

Bezeichnung Sequenz

c39g fw 5-GACTCTCCATGTCGGTGGACACATCCAGGAATC-3'

c39g rev 5-GATTCCTGGATGTGTCCACCGACATGGAGAGTC-3'

1E4 Nol mut bw 5'-CTGACAAGGTGAGTCGGCTCTTGAGGGCCTCATTG-3'

1E4 Nol mut forw 5'-CAATGAGGCCCTCAAGAGCCGACTCACCTTGTCAG-3'

4C4k mut backw 5-CTTTGGTCCCAGGGCCGAAGTGAATAGGACAACTATAATATTG-3'
4C4k mut forw 5'-CAATATTATAGTTGTCCTATTCACTTCGGCCCTGGGACCAAAG-3'
11C10KDM28repfor 5'-CACTCTCACCATCACCGGCGTACAGCCCGAAGATTCTG-3!
11C10KDM28repbw 5-CAGAATCTTCGGGCTGTACGCCGGTGATGGTGAGAGTG-3!

Fir Kolonien-PCRs und fiir Sequenzierungen wurden die folgenden Oligonukleotide
eingesetzt (Tabelle 8).

Tabelle 8: Primer fiir Kolonien-PCRs.

Bezeichnung Sequenz Vektor
PS5¢ 5'-ATCCTTCGCAAGACCCTTCCTCT-3' TRAK
t
PS3¢ 5'-AGAGAGAGATAGATTTGTAGAGA-3' P
M13 Reverse 5’-ACACAGGAAACAGCTATGAC-3’
- TopoVektor
M13 Universe 5’-GTTGTAAAACGACGGCCAGT-3’

Die Entscheidung iiber die Klonalitdt der aus B Lymphozyten generierten Zellreihen erfolgte
aufgrund einer Fragmentanalyse der Amplifikate dreier PCR-Reaktionen. Diese Methode
wird unter I1.2.3.5. genauer beschrieben. Die verwendeten Primer sind jene, die von
FRAUSSEN et al. (2010) publiziert wurden, und sind in Tabelle 20 im Anhang zu finden.

I1.1.7. Vektoren

Die in dieser Arbeit verwendeten Vektoren waren pCR*II-TOPO® von Life Technologies fiir
die unter Abschnitt 11.2.3.4. beschriebene Topo-Klonierung, und drei Vektoren zur
apoplastischen Expression von humanem Volllingen-IgGl:x oder -IgGl:A2 in
N. benthamiana. Abbildung 7 stellt exemplarisch die Vektorkarte fiir die schwere Kette
(IgG1) dar. Diese drei pTRAkt Vektoren wurden von Holger Spiegel entwickelt, um eine
Klonierung der Vy-, V- und V,-Bereiche iiber das von TILLER et al. (2008) beschriebene
Primerset zu ermoglichen.
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NPT Il (Kanamycinresistenz) / E:\ SAR

PolyA (Nopalinsynthase)ﬁ
Y
8000 CaMV-abgeleiteter Promoter
LB———————
\

ariabler Bereich (VH)

pTRAKt_lgG1_H
9.076bp

IgG1 konstanter Bereich

ColE1 Ori fiir E. coli

PolyA (CaMV 35S)
SAR

BLA (Ampicillinresistenz)

RK2 Ori fiir A. tumefaciens
Abbildung 7: Vektorkarte des Vektors pTRAkt IgGl_H zur apoplastischen Expression von IgG1l
schweren Ketten in N. benthamiana. Dieser Vektor wurde von H. Spiegel entwickelt und ermoglicht die
Klonierung der variablen Bereiche humaner schwerer Immunglobulinketten (Vy) liber die entsprechenden von
TILLER et al. (2008) publizierten Primer. Die Klonierung erfolgt hierbei iiber Age I und Sal 1. Es existieren zwei
weitere, gleichartige Vektoren fiir die apoplastische Expression von humanen k und A leichten
Immunglobulinketten. Statt dem hier in dunkelrot dargestellten konstanten Bereich von humanem IgG1 kodieren
die Vektoren fiir die leichten Ketten den konstanten Bereich von humanem Igk bzw. IgA2. Fiir die Klonierung
dieser sind ebenfalls die von TILLER und Kollegen beschriebenen Oligonukleotide geeignet; sie ermoglichen
die Einbringung der variablen Bereiche der leichten Ketten liber Age I / Bsi WI (V,) bzw. Age 1 / Xho 1 (V,).
,LB*: ,left border; ,RB‘: ,right border; ,Ori’: ,jorigin of replication”; ,PolyA’ : Polyadenylierungssequenz;
,SAR’: ,scaffold attachment region”.

I1.1.8. Zelllinien

Die Zelllinien DG-75, Jurkat, Kasumi-1, Raji, Ramos und U-937 wurden von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) bezogen. Die Zelllinie B95-8
wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Lothar Rink zur Verfiigung gestellt. Die folgende
Tabelle fasst einige der Eigenschaften der genannten Zelllinien zusammen.

Tabelle 9: Zusammenstellung von Eigenschaften eukaryotischer Zelllinien. ,n.d.: nicht definiert. Die
Angaben zu den immunologischen Markern sind nicht vollstindig.

Name Ursprung Immunologische Marker Viren
B95-8 Marmosettaffchen n.d. EBV +, HBV -, HCV -,
(Saguinus oedipus), HIV -, HTLV-III -, SMRV -
Lymphozyten
DG-75 Burkitt Lymphom, CD3 -, CD10+,CDI13 -, CD19 +, EBV -, HBV -, HCV -,
human CD30 -, CD34 -, CD37 +,CD38 +, HHV-8 -, HIV -,
CDS80 +, CD138 -, CD153+, HTLV-I/II -, SMRYV -
HLA-DR +, cylgG -, cylgM +,
CYK +, CyA -
Jurkat Akute Lymphoblastische =~ CD2 +, CD3 +, CD4 +, CD5 +, EBV -, HBV -, HCV -,
T Zellleukdmie, human CD6 +, CD7 +, CDS8 -, CD13 -, HHV-8 -, HIV -,
CD19 -, TCRa/Ba +, TCRY/5 - HTLV-I/II -, SMRYV -
Kasumi-1  Akute Myeloische CD3 -, CD4 +,CD13 +,CD14 -, EBV -, HBV -, HCV -,
Leukédmie, human CD15 +,CD19 -, CD33 +, CD34 +, HHV-8 -, HIV -,
CD38 +, CD71 +, HLA-DR + HTLV-I/II -, SMRV -
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Tabelle 9. (Fortsetzung)

Name Ursprung Immunologische Marker Viren
Raji Burkitt Lymphom, CD3 -, CD10+,CD13 -, CD19 +, EBV +, HBV -, HCV -,
human CD20 +,CD34 -, CD37 +,CD38 +, HHV-8 -, HIV -,
cyCD79a +, CD80 +, CD138 -, HTLV-I/II -, SMRV -

HLA-DR +, sm/cylgG -, smIgM -,
cylgM +, sm/cyk -, sm/cyA -

Ramos Burkitt Lymphom, CD3 -,CD10 +,CD13 -,CDI19 +, EBV -, HBV -, HCV -,
human CD20 +, CD34 -, CD37 +,CD38 +, HIV -, HTLV-I/II -, SMRYV -
cyCD79a +, CD80 +, CD138 -,
HLA-DR +, sm/cylgG -, sm/cylgM
+, sm/cyk -, sm/cyA +

U-937 Histiozytdres Lymphom, CD3 -, CD4 +, CD14 -, CD15 +, EBV -, HBV -, HCV -,
human CD19 -, CD33 +, CD34 -, CD54 + HHV-8 -, HIV -,
HTLV-I/II -, SMRV -

I1.1.9. Plasmodien

Die P. falciparum-Staimme 3D7, K1, W2mef, Dd2, HB3 und FCR-3 wurden bei MR4
(Manassas, Virginia, USA) bestellt. Der Stamm 3D7 wurde 1987 beschrieben (WALLIKER
et al., 1987), ist vollstindig sequenziert (GARDNER et al., 2002) und kann in Erythrozyten
sowohl iiber sialinsdureabhidngige als auch -unabhidngige Invasionswege eindringen
(DURAISINGH et al., 2003). Auch eine vorherige Behandlung der roten Blutkdrperchen mit
Chymotrypsin (PERSSON et al., 2008) oder Trypsin (GAUR et al., 2003) fiihrt nicht zur
vollstindigen Unterbindung der Invasion. P. falciparum 3D7 gilt als der am besten
charakterisierte Stamm und wird daher am Héufigsten eingesetzt. Die anderen Stimme sind
unterschiedlichen geographischen Ursprungs' und sind phylogenetisch weit von Stamm 3D7
entfernt (DREW et al, 2012). Somit kann mit diesen Stdimmen eine groBe Vielfalt/
Variabilitit abgedeckt werden. P. falciparum Dd2 stammt von W2mef ab und wurde durch
Subklonierung unter verstarktem Selektionsdruck mit Mefloquin erzeugt (GUINET et al.,
1996).

I1.1.10. Bakterienstimme

Die verwendeten Bakterien waren Escherichia coli DH50 und Agrobacterium tumefaciens
(Rhizobium radiobacter) GV3101::pMP90RK. E. coli DHS5a verfligt iiber die folgenden
genotypischen Merkmale: F~ (f80d Lac2AM15) A(LacZY A-arfF) Ul69end Al recl hsdR17
(r’ mg’) deo R thi" supE44 gyr A96 relAl A (AUSUBEL et al., 1994). Das in A. tumefaciens
GV3101::pMP90RK enthaltene, unschiadlich gemachte Ti-Helferplasmid pMP90RK kodiert
fiir Gentamycin- und Kanamycinresistenzen (KONCZ und SCHELL, 1986; RADEMACHER
et al., 2008).

II.1.11. Geriite

Die folgende Tabelle fasst die verwendeten Gerdte zusammen.

21



Tabelle 10: Geriteliste.

II. Material und Methoden

Ger:iit / Funktion Bezeichnung / Modell Hersteller
Autoklav Varioklav (H+P) 75S Thermo Electron Corporation
Dewar Voyageur 12 Air Liquide
FACSCalibur BD Biosciences
Durchflusszytometer Influx Cell Sorter (V7) BD Biosciences
FACSAria Il BD Biosciences
Eismaschine Icematic D201 Castel Mac
Elektrophoresekammer zum Mini Trans Blot Cell BioRad
Transfer von Proteinen
Elektrophoresekammer zur .
Auftrenrtjlung von DNS/ RNS SUB-CELL GT BioRad
Elektroporator Electroporator 2510 Eppendorf
Entsalzungsanlage fiir Wasser Membra-Pure MemCap 1 Millipore Corporation
0,2 pm PES
FPLC AKTA-FPLC GE Healthcare
AKTA-Purifier GE Healthcare
VortexGenie2 Scientific Industries
TiFramgx 1000 fiir Heidolph
. . . Miktotiterplatten
Gerite zum Mischen / Schiitteln "
von Fliissigkeiten / Suspensionen WS-10 Edmund Bihler
VKS-75 Control Edmund Biihler
RCT basic (Magnetriihrer) IKA
Thermomixer comfort, compact Eppendorf
Gerit zur DNS-Sequenzierung und 3730 DNA Analyser Applied Biosystems
-Fragmentanalyse
Gerit zur .
Zellkonzentrationsbestimmung Casyl Schirfe System
Gerét zur Zellwische Dade Serocent Dade
o QBT Grant
Heizblocke Thermomixer comfort, compact Eppendorf
HPLC UltiMate 3000 HPLC System Dionex
Function Line Typ UT12 Heraeus
Inkubatoren CB210 Binder
INCO 153 Memmert
Kameras Coolpix 4500 Nikon
Ixus 60 Canon
Lyophilisator ALPHA 1-4 LSC Christ Gefriertrocknungsanlagen,
Osterode
Massenspektrometer amaZon ETD MS lonenfallen- Bruker Daltonics
Massenspektrometer
1T400 VWR
Leica DMIL Leica
Mikroskope Leica CTR 6000 Leica
Opera Perkin Elmer
Leica TCS SP8 Leica
Oberfldchenplasmon- Biacore T100 Biacore/ GE Healthcare
resonanzspektroskopie Biacore T200 Biacore/ GE Healthcare
peristaltische Pumpen Masterflex L/S Economy Drive Cole Parmer
pH-Meter Basic Meter PB-11 Sartorius Stedim
Transferpette -8/-12 electronic Brand
. Research Pro Eppendorf
Pipetten CellMate II Pipettus Matrix
Pipetman Starter Kit Gilson
Polyacrylamid- Mini-Protean 3 Cell BioRad

gelektrophoresekammer
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Tabelle 10. (Fortsetzung)

II. Material und Methoden

Ger:iit / Funktion Bezeichnung / Modell Hersteller
Scanner HP Scanjet 4890 Hewlett Packard
9000F Mark IT Canon
ELx808 BioTek
Synergy HT BioTek
Spektrophotometer ND-1000 Nanodrop
Biophotometer Eppendorf
Epoch BioTek
Primus 96 plus MWG Biotech
Thermocycler Veriti 96 Well Thermal Cycler Applied Biosystems
FlexCycler2 AnalytikJena
UV-Transilluminator fiir Molecular Imager Gel Doc XR BioRad
Agarosegele
Wagen %Elf ;80£E6101, TE64, TE31025, Sartorius Stedim
TW20 Julabo
Wasserbader Inkubations- / GFL
Inaktivierungsbad 1003
Herasafe Typ HS-9 Heraeus
Werkbénke zum sterilen Arbeiten Biowizard 2 MSC Kojair

Telstar AV-100 Progen Scientific

5415D und 5415R Eppendorf

CEPA LE Carl Padberg Zentrifugenbau

Multifuge 1S und 3S-R Heraeus

Microcentrifuge NeoLab
Zentrifugen Biofuge Primo R Heraeus

PICO Fuge Stratagene

Microcentrifuge AL Roth

Allegra 6KR Beckman Coulter

Avanti J-251 Centrifuge Beckman Coulter

Rotina 420R Hettich Zentrifugen

I1.1.12. Software

In der folgenden Tabelle sind die genutzten Programme zusammengestellt.

Tabelle 11: Liste der verwendeten Software.

Name

Anwendung

Acapella (Perkin Elmer)

Auswertung von Bildmaterial

Biacore 2000 Control V3.2.1
(GE Healthcare)

Bedienung des Biacore2000 Systems

BiaEvaluation 4.1 (GE Healthcare)

Interpretation der Oberflichenplasmonresonanzdaten

CLC Main Workbench (CLC Bio)

Analyse von DNS-Sequenzdaten, in silico-Klonierungen

Compass DataAnalysis Version 4.0-SR5 (Bruker)

Analyse der Rohdaten massenspektrometrischer Analysen

Excel 2007, Excel 2010 (Microsoft)

Auswertung und grafische Darstellung von Messdaten

EvoShell (Perkin Elmer)

Bedienung des Opera Mikroskops

FACSDiva (BD Biosciences)

Bedienung des FACSAria II Zytometers

Gen5 Version 2.01 (BioTek)

Bedienung von Spektrophotometern

GraphPad Prism (GraphPad Software)

Auswertung von Wachstumsinhibitionstests

LAS AF Lite Version 2.6.3 8173
und LAS AF Version 3.1.3 (Leica)

Bedienung des Leica TCS SP8 Mikroskops,
Darstellung der damit generierten Aufnahmen

LASF (Leica)

Bedienung des Leica CTR 6000 Mikroskops
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Tabelle 11. (Fortsetzung)

Name Anwendung

Mascot Distiller 2.3.2.0, Analyse der Rohdaten massenspektrometrischer
Mascot Search 2.3.01 (Matrix Science) Analysen

51:;:5201%(13153 g)éfgggg) Bearbeitung und Analyse von Bildmaterial
Quantity One (BioRad) Bedienung des UV-Transilluminators

Sortware (BD Biosciences) Bedienung des BD Influx Zytometers

Unicorn (Amersham Biosciences) Bedienung des FPLC Systems

WinMDI 2.9. (Joseph Trotter) Analyse durchflusszytometrischer Daten

I1.1.13. Bioinformatische Analysen

Zur Analyse der gesicherten variablen Sequenzen humaner Antikdrper wurde das ,,V Quest*
Werkzeug (http://www.imgt.org/IMGT _vquest/vquest?livret=0&Option=humanlg;
BROCHET et al., 2008) verwendet.

Die Analyse der variablen Bereiche und der entsprechenden kodierenden Sequenzen
hinsichtlich Aminoséure- / Nukleotidabfolge, Homologie / Ahnlichkeit und Identitit wurde
mithilfe der Algorithmen ,,Clustal Omega“ (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) und
»ldent and Sim* (http://www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.html; STOTHARD, 2000)
angestellt.

,ESPript 3.0“ (http://espript.ibcp.fr) diente zur Ubertragung von Sekundirstruktur-
infomationen auf Alignments (ROBERT und GOUET, 2014).

Zur Vorhersage / Wahrscheinlichkeitsbestimmung von N- und O-Glykosylierungen und von
Tyrosin O-Sulfatierungen wurden die folgenden Algorithmen genutzt: ,,NetOGlyc*
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/; STEENTOFT et al, 2013); ,NetNGlyc*
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) bzw. ,Sulfinator (http://web.expasy.org/
sulfinatory/).

Die beim tryptischen Verdau zu erwartenden Peptide wurden mittels ,,Peptide Cutter™
(http://web.expasy.org/peptide_cutter/) vorhergesagt.
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I1.2. Methoden
I1.2.1. Proteinchemische und immunologische Methoden

I1.2.1.1. Konzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsiuretest (BCA)

Die Konzentration geldster Proteine wurde mithilfe von Bicinchoninsidure gemessen (SMITH
et al., 1985). Hierzu wurde das Kit ,,BCA Protein Assay Kit™ (Thermo Scientific) verwendet.
Vergleichsgeraden wurden mit 0 — 50 pg/mL BSA (Fraktion V) bestimmt, zu testende
Losungen wurde im Dreifachansatz gemessen.

I1.2.1.2. Chemische Fluoreszenzmarkierung plasmodialer Antigene

Zur Fluoreszenzmarkierung rekombinant produzierter plasmodialer Proteine, MSP1,9, AMA1
(DiCo 1+2+3), MSP3, P38, PIMP und E25T, 12 wurde ein Baukastensystem genutzt
(,,Alexa Fluor® 488 Antibody Labeling Kit*“ (Life Technologies)) oder die entsprechende
reaktive Komponente dieses Kits (,,Alexa Fluor® 488 5-TFP”). Bei Anwendung des
Baukastensystems wurde nach den Herstellerangaben verfahren. Im anderen Fall wurden 50 —
100 pg Protein eingesetzt und diese mit 0,5 mg/mL oder 1 mg/mL ,,Alexa Fluor® 488 5-TFP*
in 100 oder 200 mM Bikarbonatpuffer (pH 9,0) unter Lichtausschluss eine Stunde lang bei
25°C leicht geschiittelt. Uberschiissiger Farbstoff wurde anschlieBend durch eine
Gelfiltration entfernt. Hierzu wurde ,,Sephadex-G25*“ Matrix (Sigma Aldrich) genutzt, die in
PBS dquilibriert und in 1 mL-Sdulchen vorlag. Die durchschnittliche Anzahl
Farbstoffmolekiile je Proteinmolekiil wurde approximiert. Durch die Messung der Absorption
bei 494 nm kann {liber das Lambert-Beer’sche Gesetz die Konzentration des vorhandenen
Alexa Fluor 488 bestimmt werden:

E 404nm=¢ - d * € 494 1m , mit

¢ : Konzentration [mol/L]

d : Schichtdicke [cm], hier 0,05 cm

€ 494 nm - Molarer Extinktionskoeffizient [cm2 / mol], hier 71000 cm? / mol.

Bestimmt man erneut die totale Konzentration des 16slichen Proteins mittels BCA, ldsst sich
diese zur Menge des chemisch gebundenen Fluoreszenzfarbstoffs in Relation setzen.

I1.2.1.3. Reduktion und Alkylierung rekombinanter Proteine

Zur Untersuchung der konformationellen Abhéngigkeit der Epitoperkennung durch die
generierten Antikorper wurden die rekombinant exprimierten, plasmodialen Proteine E25T,
multi-PfEGF-his¢, dsRed-MSP10-EGF1 und dsRed-MSP10-EGF2 in 5 mM DTT reduziert.
Hierzu wurden sie 45 min bei 56 °C geschiittelt. Die Reaktion wurde durch Zugeben von
15 mM 2-lodacetamid und eine Inkubation fiir 30 min bei 25 °C gestoppt. Uberschiissiges
2-lodacetamid wurde durch erneute Zugabe von 5 mM DTT und eine Inkubation fiir 30 min
bei 25 °C entfernt. (Siehe auch: http://proteomicsresource.washington.edu/docs/protocols03
/UWPR_Protocols_Protein Digestion Protocols.pdf.)
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I1.2.1.4. SDS-PAGE

Zur groben Analyse von Proteinen / Proteingemischen wurden diese per SDS-Polyacrylamid-
Gelektrophorese aufgetrennt (DAVIS, 1964; LAEMMLI, 1970) und die Gele anschliefend
mit Coomassie Brilliantblau G250 gefdarbt (WILSON, 1983) oder zum Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran (Abschnitt I1.2.1.5.) benutzt. Proteinhaltige Proben wurden mit
reduzierendem oder nicht reduzierendem Beladungspuffer versetzt und 5 min bei 100 °C
erhitzt. Kondenswasser in den Deckeln wurde der Probe mittels kurzer Zentrifugation
zuriickgefiihrt. Die aufgekochten Ansdtze wurden vor der Beladung der Gele wieder auf Eis
gelagert. Die verwendeten diskontinuierlichen Gele hatten die folgenden Eigenschaften.
Sammelgele hatten einen pH von 6,8 und C- und T-Werte von 2,6% bzw. 5%. Trenngele
besallen einen pH von 8,8, einen C-Wert von 2,6% und T-Werte von 12% oder 15%. Die
Trennung der Proteine erfolgte bei 200 V fiir 45-60 min. Als GroBenstandard wurde der
»Prestained Protein Marker, Broad Range (7-175 kDa)“ von NEB verwendet.

I1.2.1.5. Western Blot

Um einen immunologischen Nachweis der per SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
durchzufiihren, wurden diese im elektrischen Feld (180 mA, 45 min) auf eine
Nitrozellulosemembran iibertragen (TOWBIN et al., 1979; KYHSE-ANDERSEN, 1984).
Nach der Blockierung unspezifischer Bindungsstellen durch Inkubation in 1% (M/V) BSA in
PBS fiir 60 min bei 25°C oder fir 16 h bei 4 °C, wurde der Detektionsantikorper
hinzugegeben. Dieser AP-markierte Antikorper (Ziege anti-humanes IgG(H+L)) wurde
1:5000 in 1% (M/V) BSA in PBS suspendiert und die Membran fiir 60 min bei 25 °C darin
geschiittelt. Die Membran wurde nun dreimal in 0,1% (V/V) Triton-X100 in PBS gewaschen,
einmal mit PBS gespiilt und der Blot durch Zugabe von NBT/ BCIP und 5- bis 15-miniitiges
Schiitteln bei 25 °C in Dunkelheit entwickelt.

11.2.1.6. Dotblot

Dotblots wurden durchgefiihrt, um grobe Epitopkartierungen durchzufithren oder um zu
iiberpriifen, ob lymphoblastoide Zellreihen/ -linien Immunglobuline sezernieren. Im letzten
Fall wurden je 3 pL der zu testenden Uberstinde (I1.2.2.4.) auf eine Nitrozellulosemembran
tibertragen. Als Positivkontrolle wurde eine Verdiinnungsreihe einer Mischung aus vier
ghanaischen Seren verwendet (1:100 bis 1:3200). Die Seren stammten von den Spendern
0001, 0005, 0009 und 0026. Nach 15 min Trocknungszeit wurde die Membran 60 min bei
25°C in 5% (M/V) Magermilchpulver in PBS inkubiert. Als AP-markierte
Nachweisantikorper wurden Ziege anti-humanes I1gG (H+L) (1:5000), Ziege anti-humanes
IgA (1:5000), Maus anti-humanes IgE (1:4000) und/ oder Maus anti-humanes IgM (1:10000)
in 5% (M/V) Magermilchpulver in PBS verwendet. Nach einstiindiger Inkubation bei 25 °C
wurde die Membran fiinfmal in 0,05% (V/V) Triton X-100 in PBS gewaschen, einmal mit
PBS gespiilt, und entwickelt wie fiir Western Blots beschrieben. Zur Eingrenzung der Epitope
der generierten humanen monoklonalen Antikérper wurden native oder reduzierte/ alkylierte
plasmodiale Antigene auf Nitrozellulosemembranen aufgebracht. Nach den Trocknungs- und
Blockierungsschritten (60 min) wurden die Membranen in Losungen der Primérantikorper
(humAb10.1, 10.2 oder 10.3) 60 min bei 25 °C in 5% (M/V) Magermilchpulver in PBS
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inkubiert und flinf Male gewaschen (0,05% (V/V) Triton X-100 in PBS). Die folgenden
Schritte  entsprachen denen fiir den Nachweis sezernierter  Antikorper in
Zellkulturiiberstinden.

I1.2.1.7. Durchflusszytometrie zur Sortierung antigenspezifischer B Zellen

Tiefgefrorene ghanaische PBMCs, aus denen antigenspezifische, reife B Zellen angereichert
werden sollten, wurden sanft im 37 °C Wasserbad erwarmt bis die Hélfte der Suspension
aufgetaut war. Die Zellen wurden in 10 mL R10 Medium aufgenommen und einmal
gewaschen (250 xg, 5 min), um das urspriinglich im Gefriermedium enthaltene DMSO zu
entfernen. Die Féarbung der Zellen erfolgte in FACS-Férbepuffer 30 min auf Eis und in
Dunkelheit mit einer Zelldichte von 5 x 10’ / mL. Hierzu wurde ein steriler Mix aus zwei
Antikorpern, PE-markiertes anti-humanes IgG und APC-markiertes anti-humanes CD22, und
sechs Alexa Fluor 488-markierten Antigenen, MSP1,9, MSP3, AMA1, Pf38, PIMP und E25T
(0,42 - 4,2 ng/10” Zellen), genutzt. Nach drei Waschschritten mit je 5 mL eiskaltem FACS-
Farbepuffer (250 xg, 5 min, ohne Bremse) wurden Zellaggregate mit einem sterilen 33 um-
Sieb entfernt und die Zellen in partikelfreiem R10HP Medium aufgenommen. Die
Anreicherung der antigenspezifischen IgG™ / CD22" und IgG  / CD22" B Lymphozyten
erfolgte mit einem ,,FACSAria II* oder ,,BD Influx“ Gerit (BD Biosciences)13 n zwei
unterschiedliche sterile Sammelgefifle, in welche R20HP Medium vorlegt worden war. Beim
»BD Influx* Zytometer wurde mit der Einstellung ,,Purity* sortiert; es wurde eine 100 pm-
Diise verwendet. Der Druck der Hiillfliissigkeit wurde so niedrig wie moglich gesetzt, um
einen Kompromiss zu finden zwischen minimalem Scherstress und einer angebrachten
Sortiergeschwindigkeit (1000 Ereignisse / sec). Der Druck der Hiillfliissigkeit betrug dabei
etwa 3,4 kPa weniger als der der Probenfliissigkeit; geeignete Werte waren etwa 99,28 kPa
fiir die Hullfliissigkeit und 102,73 kPa fiir den Strom der Probe. Die Justierung der
Duchflusszytometer wurde mit vier Kontrollen durchgefiihrt. Kryokonservierte PBMCs eines
europdischen Spenders wurden behandelt wie fiir die ghanaischen PBMCs beschrieben. Fiir
die Autofluoreszenzprobe wurde kein Antikorper zugegeben, fiir die Kompensierungsproben
wurde je einer der folgenden drei Antikdrper genutzt: anti-CD3-FITC (2 pL je 2 x 10’ vitaler
Zellen), anti-CD19-RPE (5 pL je 2 x 10° vitaler Zellen) oder anti-CD19-APC (1 pL je 2 x 10°
vitaler Zellen).

11.2.1.8. ELISA

Zur  Untersuchung der  Reaktivititen  ghanaischer = Seren,  lymphoblastoider
Zellkulturiiberstinde oder der monoklonalen humanen Antikdrper wurden ELISA
durchgefiihrt. Mengen von 100 ng E25T, multi-PfEGF-hiss, dsRed-MSP10-EGF1 oder
dsRed-MSP10-EGF2 wurden je Vertiefung einer Mikrotiterplatte mit hoher
Bindungskapazitit abgelegt. Den Proteinen wurde bei 4 °C 16 h Zeit gegeben an die Platte zu
adsorbieren. Nach dreimaligem Waschen mit 0,1% (V/V) Tween20 in PBS wurden frei
gebliebene Bindestellen 2-3 h lang bei 37 °C mit 2% (M/V) Magermilchpulver in PBS
blockiert. Nach weiteren drei Waschschritten wurden je 25 pL oder 50 uL der zu testenden
Proben (Zellkulturiiberstinde, Pflanzenrohextrakte, verdiinnte ghanaische Seren oder
gereinigte Antikorper) aufgebracht. Als Negativkontrollen dienten stets die zur Verdiinnung
genommene Losung (PBS oder B Zellmedium), Pflanzenrohextrakte nicht infiltrierter
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Pflanzen und/ oder eine verdiinnte Serummischung zweier malaria-naiver Spender. Als
Positivkontrolle wurde stets eine Verdiinnungsreihe (1:100 bis 1:3200) einer 1:1:1:1
Mischung aus vier ghanaischen Seren (0001, 0005, 0009 und 0026) genutzt. Nach 60 min
Inkubationszeit bei 37 °C wurden die Platten drei Male gewaschen und der 1:5000 in PBS
verdiinnte, AP-markierte Detektionsantikorper aufgetragen und erneut 60 min bei 37 °C
inkubiert. Weitere fiinf Waschschritte folgten bevor das Substrat, pNPP, hinzugegeben und
dessen Umsatz nach 15-45 min (25 °C, in Dunkelheit) bei 405 nm ausgelesen wurde.

11.2.1.9. Oberflichenplasmonresonanzspektroskopie (SPR)

Oberflichenplasmonresonanzmessungen dienten entweder (A) der Messung der
Konzentration humanen IgGs in Uberstinden lymphoblastoider Zellen, (B) der
Affinitdtsbestimmung der generierten humanen Antikorper, (C) zur Konzentrationsmessung
funktionalen Antikorpers ohne Kalibrierung (CFCA) oder (D, E) zur Eingrenzung des Epitops
und der Funktionsweise des humAbAMAIL. Die Messungen und Analysen fiir die
Experimente B bis E wurden von Holger Spiegel durchgefiihrt.

(A) Zur Konzentrationsbestimmung humanen IgGs in Uberstinden lymphoblastoider Zellen
wurde der bei Biacore/ GE Healthcare (Uppsala, Schweden) erhéltliche, anti-humane IgG(Fc)
Antikorper gemédfl den Herstellerangaben auf einem CMS5-rg Chip immobilisiert. Ein so
funktionalisierter Chip vermag ausschlieBlich humanes IgG zu binden und nicht das im FKS
des B Zellmediums enthaltene, bovine IgG. Die zu testenden Zellkulturiiberstdinde wurden 1:5
in HBS-EP verdiinnt. Unverbrauchtes, FKS-haltiges Medium wurde gleichermallen verdiinnt
und diente in jeder Messreihe als Kontrolle. Ein humaner Referenzantikorper (H10 oder 2F5)
wurde in Konzentrationen von 292 ng/mL bis 1,17 pg/mL zur Bestimmung von
Referenzgeraden eingesetzt. Die Kontaktzeit der Proben mit dem Chip war 180 sec bei einer
Flussrate von 30 pL/min. Die Oberfliche wurde nach jeder Einzelmessung mit 4 M MgCl,
regeneriert. Es wurde ein Biacore T100 Instrument (Biacore) verwendet.

(B) Fiir die kinetischen Messungen der Affinitdtsbestimmungen wurde ein Biacore T200
Gerat genutzt. Auf einem CMS5-rg Chip wurde in der zweiten Flusskammer (Fc2)
rekombinantes Protein-A durch eine EDC / NHS-Kopplung immobilisiert (250 pg/mL
Protein-A in 10 mM Natriumacetat, pH 4,25, R jmmob = 4500 RU). Die erste Flusskammer
wurde nicht modifiziert. Die Antikdrper und das Antigen wurden in HBS-EP verdiinnt. Ein
Messzyklus bestand dabei aus vier Schritten:

(1) Bindung des Antikorpers, dessen Affinitét bestimmt werden sollte. Die Menge
des gefangenen Antikdrpers wurde nicht variiert. Es wurden je 100-180 RU
(Resonanzeinheiten) des zu testenden Antikorpers gebunden.

(2) Bindung des Antigens. Hierzu wurde im Falle der MSP10-spezifischen humAbs
monovalentes multi-PfEGF-hiss und im Falle des AMA1-spezifischen humAbs
verschiedene Varianten des AMA1 verwendet. Die Antigene wurden in jedem
Zyklus in einer anderen Konzentration eingesetzt (0,1-540 nM) und mit einer
Flussrate von 30 pL/min fiir 180 sec injiziert. Diese Phase diente der Bestimmung
der Assoziationskonstanten, k, [L - mol™ - sec™'].
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(3) Spiilen der Oberfliche mit HBS-EP, um den Grad der Dissoziation der Antigen-
Antikorper Komplexe zu bestimmen. Diese Phase dauerte 600 sec und diente der
Messung der Dissoziationskonstanten, ky [sec'].

(4) Regeneration der Oberfliche des Chips. Die Oberflichen wurden 60 sec mit
30 mM HCI regeneriert und somit fiir einen neuen Zyklus vorbereitet.

Die gewonnenen Messkurven wurden mithilfe des Programms ,,BIAEval 4.0 analysiert. Die
Messkurven der Flusskammer 1 wurden als Referenz verwendet und von den Messkurven der
Kammer 2 subtrahiert. Mithilfe der so bestimmten k,- und kg-Werte lassen sich die
individuellen Affinitdtskonstanten Kp berechnen: Kp = kg4 / k, [mol/L].

(C) Die Konzentration funktionalen Antikdrpers humAbAMA1 wurde mithilfe einer
kalibrierungsfreien Messung (CFCA) an einem Biacore T200 Gerdt ermittelt.'* In
N. benthamiana produziertes AMA1 wurde mittels EDC / NHS-Kopplung kovalent an die
Oberflache eines CM5-S Chips gekoppelt. Initiale Bindungsraten (IBR) des humAbAMA 1
wurden mit Flussraten von 5, 20 und 100 pL/min bestimmt. Fiir das Modell zur Berechnung
der Konzentration mithilfe der Software ,,BIAEval 4.0“ wurden ein Molekulargewicht von
150 kDa und ein Diffusionskoeffizient von 4,57 x 10" m?sec angenommen. Die
Regeneration des AMA1 Chips erfolgte jeweils mit 30 mM HCI fiir 60 sec.

(D) Zur Eingrenzung des Epitops des humAbAMAT1 wurde dieser paarweise mit mAb1F9
oder mAb4G2 in Kompetitionsmessungen eingesetzt (,,pairwise epitope mapping*). Hierzu
wurde ein CMS5-S Chip mit einem AMAIl-spezifischen Antikorper, mAbl1D7,
funktionalisiert.”” In jedem Zyklus wurde zunichst AMA1 gefangen (1750 RU; 180 sec
Injektion). AnschlieBend wurden die Antikorper humAbAMA1, mAblIF9 oder mAb4G2
jeweils einzeln appliziert und der Chip wieder regeneriert. In Kompetitionsmessungen wurde
zuerst humAbAMA1 gefangen und schlieBlich entweder mAb4G2 oder mAb1F9 injiziert. Die
Regeneration am Ende jedes Zyklus erfolgte mit 30 mM HCI fiir 60 sec. Die Messungen
wurden mit einem Biacore T200 Gerdt durchgefiihrt.

(E) Um zu analysieren, ob humAbAMA1l und RON2 um die Bindung an AMAI
konkurrieren, wurde AMA1 3D7 zunichst in verschiedenen Verhidltnissen mit RON2spl
inkubiert (60 min, 25 °C). Dieses Peptid entspricht dem Teil des RON2, welcher von AMA1
gebunden wird (VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012). HumAbAMA1 wurde in HBS-EP
geldst und iiber einen Protein-A-funktionalisierten Chip gefangen (400 RU). Anschlieend
wurden die AMAI1:RON2spl-Komplexe injiziert und deren Bindung an humAbAMAL
quantifiziert. Die Regeneration erfolgte mit 30 mM HCI fiir 60 sec.

11.2.1.10. Konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur weiteren Untersuchung der Fihigkeit der generierten Antikorper ihre Zielstrukturen zu
erkennen, wurden immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen gemacht. Es handelt sich
hierbei um eine indirekte Férbung, da die humanen Antikérper iiber einen
fluoreszenzmarkierten Sekundérantikorper detektiert wurden. Asynchron oder synchron
kultivierte P. falciparum 3D7 wurden einmal in PBS gewaschen und in FKS, dessen bovines
IgG stark abgereichert wurde, aufgenommen und zu je 8 pL auf geeigneten Objekttragern
ausgestrichen. Nach Trocknung an der Luft wurden die parasitierten Erythozyten in -20 °C
kaltem Methanol 10 min lang fixiert. Die Farbung der Parasiten erfolgte nun entweder
ausschlieflich mit einem der anti-MSP10 Antikérper (10 pg/mL) bzw. dem anti-AMA1
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Antikorper (5 pg/mL), oder in Kombination mit Antikérper 2.44 (Maus anti-PfMSP4-EGF;
20 pg/mL) oder mAbS.2 (Maus anti-PfMSP1,9; 25 pg/mL) in IFA-Férbepuffer fiir 1 h bei
25°C. Nach flinfmaligem Waschen in PBS wurden Hoechst (10 pg/mL) und die
Sekundérantikdrper (1:100 Ziege anti-murines IgG-Alexa Fluor 488 und/ oder 1:1000 Ziege
anti-humanes IgG-Cy3) in IFA-Farbepuffer gelost und die Objekttrager darin 1 h unter
Lichtausschluss inkubiert. Nach weiteren fiinf Waschschritten wurden die Objekttrager kurz
an der Luft getrocknet und schlieflich mit Eindeckmedium (,,ProLong” Gold Antifade
Reagent”, Life Technologies) und mit einem Deckgldschen versehen und handelsiiblichem
Nagellack versiegelt. Ein ,,Leica TCS SP8“ Mikroskop wurde genutzt, um Aufnahmen bei
630-facher VergroBerung zu machen. Zur Bedienung des Mikroskops bzw. zur Bearbeitung
und Analyse der Bilder dienten die Programme ,,LAS AF“ (Version 3.1.3) und ,,LAS AF
Lite* (Version 2.6.3_8173)."°

I1.2.1.11. Tryptischer Verdau im Gel und Massenspektrometrie

Zur massenspektrometrischen Analyse des rekombinant und natiirlich exprimierten
Antikdrpers humAb10.3 wurde dieser mittels SDS-PAGE aufgetrennt, alkyliert, reduziert und
tryptisch verdaut wie beschrieben (SHEVCHENKO et al., 2006). Nach deren Entsalzung
wurden die Peptide mittels ,,nanoHPLC* (UltiMate 3000 HPLC System, Dionex, Idstein) und
einem daran angeschlossenen ,,amaZon ETD MS* Ionenfallen-Massenspektrometer (Bruker
Daltonics, Bremen) analysiert.'” Die HPLC erfolgte mit einer Umkehrphasematrix (,,PepMap
100“, LC Packings, Dionex, Idstein) und einem linearen Gradienten von 5,84% (V/V)
Acetonitril in 0,1% (V/V) Ameisensdaure bis 50% (V/V) Acteonitril in 0,1% (V/V)
Ameisensdure iiber 45 min bei einer Flussrate von 40 nL/min. Die eluierten Peptide wurden
mit einer Spannung von -4000 V und einem Gasdruck von 68,948 kPa verspriiht. Das
Massenspektrometer wurde im Elektrospray-lonisationsmodus (ESI) verwendet; die
Endplattenspannung wurde auf -500 V eingestellt. Fiir die Datenerhebung wurde die Methode
,»Auto-MS/MS (Alternating Spectra CID/ETD)“ des Programms ,,Trap Control 7.0* (Bruker)
genutzt. Die Rohdaten der massenspektrometrischen Messungen wurden mithilfe der
Software ,,Compass Data Analysis“ Version 4.0-SR5 (Bruker), ,,Mascot Distiller 2.3.2.0° und
»Mascot Search 2.3.01° (Matrix Science, London, Vereinigtes Konigreich) analysiert.

11.2.2. Zellkultur und Parasitenkultur

In den folgenden Abschnitten wird die Kultur von P. falciparum und von eukaryotischen
Zellen hoherer Organismen beschrieben. Die Kultur und Handhabe erfolgte unter sterilen
Bedingungen. Sofern nicht anders angegeben erfolgte die Inkubation bei 37 °C und 95-100%
Luftfeuchte. Im Fall der eukaryotischen Zelllinien/ -reihen'®  betrug  der
Kohlendioxidpartialdruck pco, = 5%. Im Fall der Parasitenkultur betrugen die Partialdriicke
pcox = 5%, pn: = 90% und po, = 5%. Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte i.d.R.
mithilfe eines ,,Casy Cell Counters®“. Sollte der Prozentsatz vitaler Zellen ermittelt werden,
wurde eine Trypanblau-Farbung durchgefiihrt und diese mikroskopisch analysiert
(FRESHNEY, 2005). Die Parasitimie der P. falciparum-Kulturen wurde mithilfe von mit
Giemsa gefiarbten Ausstrichen (Abschnitt 11.2.2.10.) und deren mikroskopischer Auswertung
bestimmt.
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11.2.2.1. Kultur der Zelllinien DG-75, Jurkat, Kasumi-1, Raji, Ramos und U-937

Die etablierten Zelllinien Ramos, Jurkat, Raji, U937, DG-75 und Kasumi-1 wurden in
unterschiedlichen Medien kultiviert und zweimal in der Woche passagiert. Die folgende
Tabelle fasst die Verdiinnungsfaktoren und Medien zusammen.

Tabelle 12: Zusammenfassung der Medien und Verdiinnungsfaktoren fiir die etablierten Zelllinien.

Zelllinie Herkunft Medium  Zelldichte nach Passage
DG-75 Burkitt Lymphom, human R10 0,5 x 10° Zellen/mL
Jurkat Akute Lymphoblastische R10 0,5 x 10° Zellen/mL
T Zellleukdmie, human

Kasumi-1  Akute Myeloische Leukdmie, human R20 1 x 10° Zellen/mL

Raji Burkitt Lymphom, human R10 0,5 x 10° Zellen/mL
Ramos Burkitt Lymphom, human R10 0,8 x 10° Zellen/mL
U-937 Histiozytdres Lymphom, human R10 0,5 x 10° Zellen/mL

11.2.2.2. Kultur von B95-8 Zellen zur Gewinnung EBV-reicher Uberstinde

Zur Gewinnung infektioser Epstein-Barr Viruspartikel wurde die Marmosettaffenzelllinie
B95-8 verwendet (MILLER und LIPMAN, 1973). Hierzu wurde die Kultur mit einer initialen
Dichte von 10° Zellen/mL in R10 Medium angesetzt und fiir vier bis elf Tage ohne den
Austausch von Medium inkubiert. Die Ernte der Viruspartikel erfolgte durch Zentrifugation
zur Entfernung von Zellen und Debris (800 xg, 10 min, 25 °C) und Filtration des Uberstands
durch sterile 0,45 pm-Filter. AnschlieBend wurden die infektissen Uberstinde in
Kryorohrchen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C verwahrt."

11.2.2.3. Isolation mononukleérer Zellen des peripheren Bluts (PBMCs)

Mononukleédre Zellen des peripheren Bluts bestehen aus einer Mischpopulation von T Zellen,
NK Zellen, B Zellen und Monozyten. Sie wurden isoliert, um (1) diese fiir die Bestimmung
optimaler EBV Transformationsbedingungen zu verwenden (Abschnitt 11.2.2.4.), (2) diese zu
bestrahlen und als allologe Versorgerzellen in EBV Transformationen einzusetzen oder (3) sie
aus dem Blut ghanaischer Spender zu isolieren,®® einzufrieren und als Quelle
antigenspezifischer B Zellen zu nutzen. Die ghanaischen Spender stammten aus Kumasi
(Ashanti Region)21 und hatten mindestens zwei Jahre keine klinischen Anzeichen einer
Malaria gezeigt.**

Die Gewinnung von PBMCs erfolgte mit einer Methode, die der von ENGLISH und
ANDERSEN (1974) dhnlich ist und sich einen Dichtegradienten zunutze macht. Fiir die
Optimierung der Transformationsbedingungen und die Verwendung als Versorgerzellen
wurden frische Buffycoat-Priparate von der Transfusionsmedizin der Uniklinik der RWTH
Aachen University bezogen und bei 25 °C transportiert, um zelluldrem Stress und lokalen
Erfrierungen vorzubeugen. Der Buffycoat wurde mit zwei Volumen PBS (25 °C) gemischt
und zu je 35 mL auf 15 mL Lymphozytenseparationsmedium mit einer Dichte von
1,077 g/mL (LSM1077) geschichtet und zentrifugiert (700 xg, 30 min, 25 °C, ohne Bremse).
Die sich in der weillen Interphase zwischen LSM1077 (unten) und dem Plasma/ PBS-
Gemisch (oben) befindlichen PBMCs wurden aufgesaugt, einmal in PBS gewaschen (400 xg,
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8 min, 25 °C), einmal in R10 Medium gewaschen (300 xg, 10 min, 25 °C) und schlieBlich in
10 mL R10 Medium aufgenommen. Sofern die Zellen bestrahlt werden sollten, wurden sie
auf die bendtigte Zellzahl eingestellt und auf Eis aufbewahrt. Wenn die PBMCs direkt fiir
eine Transformation eingesetzt werden sollten, wurden sie sofort verwendet. Die PBMCs
ghanaischer Spender wurden in Kryomedium aufgenommen und mit einem Gradienten von 1
K/min bis -80 °C eingefroren und schlieBlich in fliissigem Stickstoff (-142 °C) transportiert
und verwahrt.

I1.2.2.4. Epstein-Barr Virus Transformation humaner peripherer B Zellen

EBV Transformationen von B Lymphozyten aus peripherem Blut wurden auf
unterschiedliche Arten durchgefiihrt. Zum einen dienten sie zur Optimierung der
Transformationsbedingungen. Zum anderen wurde diese Technik genutzt, um
antigenspezifische B Zellen semi-immuner Spender zu infizieren, um lymphoblastoide
Zelllinien/ -reihen zu gewinnen, die anti-plasmodiale Antikdrper sezernieren.

Untersuchung der Parameter der EBV Transformation

Um eine bestmdgliche Transformationseffizienz der B Lymphozyten semi-immuner Spender
zu erzielen, wurden unterschiedliche Zelldichten, Medien, Zuséitze und Versorgerzellen
getestet. Hierzu wurden frische Buffycoat-Préaparate von der Transfusionsmedizin der
Uniklinik in Aachen bezogen, die PBMCs isoliert und diese mit 15,6% (V/V) B95-8
Zellkulturiiberstand in Zellkulturplatten transformiert, die sich fiir die konfokale
Fluoreszenzmikroskopie eignen. Nach zwei Wochen wurden die Zellkulturiiberstinde auf
ihren Gehalt an humanem IgG untersucht (Abschnitt 11.2.1.9.) und die Zellen einer
differentiellen Farbung unterworfen. Mithilfe von Calcein AM (5 pg/mL) und Propidiumjodid
(5,78 pg/mL) konnte somit eine Quantifizierung der vitalen Zellaggregate, die typischerweise
von lymphoblastoiden Zellen gebildet werden (AGUIRRE und ROBERTSON, 2000;
HALDER et al.,, 2009), mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht werden.
Hierzu wurden die Zellen 30 min bei 37 °C gefarbt; schlieBlich wurden mithilfe eines Opera
Mikroskops (Perkin Elmer) von jeder Vertiefung der Zellkulturplatten 70 Bilder bei 10-facher
VergroBerung aufgenommen. Es wurde ein 488 nm-Laser zur Anregung genutzt. Die
Konfokalebene wurde auf 16 um oberhalb des Bodens eingestellt, um zwischen Aggregaten
und einzelnen, auf dem Boden des Napfs liegenden Zellen zu diskriminieren. Die Auswertung
des Bildmaterials erfolgte mit Algorithmen des Programms Acapella (Perkin Elmer) und
wurde von Stefano DiFiore durchgefiihrt.

Als MaB der Transformationseffizienz wurden zwei Kriterien herangezogen: (1) die
Summe der Zellaggregate je Zellkulturnapf unter Beriicksichtigung ihrer Groe (Summe der
Clusterfliche™) und die IgG Konzentration im Uberstand (Abschnitt 11.2.1.9.).

EBYV Transformation nach FRAUSSEN et al. (2010)

Es stellte sich heraus, dass die flir frisch isolierte B Zellen optimalen Transformations-
bedingungen ungeeignet waren fiir kryokonservierte, antigenspezifisch sortierte B Zellen.
Daher wurde die von FRAUSSEN et al. (2010) beschriebene EBV Transformationstechnik
verwendet, wenngleich diese Methode keine antigenspezifische Sortierung der
B Lymphozyten vorsieht. Die angereicherten IgG" / CD22" und IgG / CD22" B Lymphozyten
(Abschnitt 11.2.1.7.) wurden einer Vitalfirbung mit Trypanblau unterworfen, um die
Konzentration lebender Zellen zu ermitteln (FRESHNEY, 2005). Diese wurde mit frischem
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R10HP Medium auf 10*/mL eingestellt und mit frisch aufgetautem B95-8 Uberstand und CpG
ODN 2006 versetzt. Volumen von 110 pL dieser Suspension wurden nun zu je 2,5 x 10°
Versorgerzellen in 90 uL R10HP Medium gegeben, die bereits am Vortag bestrahlt und in 96-
Napf-Rundbodenplatten vorgelegt worden waren. Der Prozentsatz des virushaltigen B95-8
Uberstands betrug 30% (V/V), die Konzentration des CpG ODN 2006 1 pg/mL. Nach zwei
Wochen wurden 180 uL des Uberstands jedes Napfs durch 200 uL R10HP Medium mit
1 pg/mL CpG ODN 2006 und 50 U/mL rhIL-2 ersetzt. Nach weiteren ein bis vier Wochen®*
wurden die Uberstinde mittels ELISA (Abschnitt 11.2.1.8.) auf Sekretion spezifischer
Antikorper getestet. Ab diesem Punkt wurden bei unterschiedlichen Transformationen
verschiedene Strategien verfolgt. Zum einen kann man versuchen vielversprechende Zellen zu
expandieren (Abschnitt I1.2.2.5.). Diese Vorgehensweise wurde bei der ersten nach
FRAUSSEN et al. (2010) durchgefiihrten Transformation verfolgt. Zum anderen bietet es sich
an, frithestmoglich alle variablen Sequenzen zu sichern (Abschnitte 11.2.3.2 und 11.2.3.3.) und
von einer zeit- und materialintensiven Expansion abzusehen, die dariiber hinaus die Gefahr
birgt, vielversprechende Klone zu verlieren.

11.2.2.5. Kultur und Expansion lymphoblastoider Zellen

Lymphoblastoide Zellaggregate frisch transformierter B Zellen wurden, sobald sie einen
Durchmesser von mindestens 2-3 mm erreicht hatten, aus den Vertiefungen der 96-Napf-
Rundbodenplatte genommen und je in eine Vertiefung einer 96-Napf-Flachbodenplatte
transferiert. Nach und nach wurden diese Zellen, sofern moglich, erst auf zwei, dann auf vier
Vertiefungen einer 96-Napf-Flachbodenplatte expandiert. Diese vier Minikulturen wurden
nun in eine Vertiefung einer 24-Napf-Flachbodenplatte gegeben und wiederum erst auf zwei
und schlieBlich auf vier Vertiefungen einer 24-Napf-Flachbodenplatte expandiert. Der nédchste
Schritt sah die Zusammenfithrung dieser vier Kulturen in einen Napf einer 6-Napf-
Flachbodenplatte vor. Sofern die Zellen weiter proliferierten, wurden sie zunichst in einer
T25-Flasche und schlieBlich in einer T75-Flasche kultiviert.

Generell wurden alle lymphoblastoiden Zellen in RIOHP Medium (B Zellmedium)
kultiviert und alle 3-4 Tage fiinfmal pipettiert, um Zellaggregate zu zerkleinern.”> Sofern
notig, wurde die Hélfte der Kultur durch neues, vorgewédrmtes Medium ersetzt. Bei Kulturen
mit schlechterer Proliferation wurde aullerdem die gesamte Zellmasse in die Flasche
zuriickgefiihrt und die Hilfte des verbrauchten Mediums durch frisches ersetzt.

Sofern LCL Uberstéinde gesammelt wurden, um daraus humanes IgG zu reinigen,
wurden die Zellen in Zellkulturflaschen mit 500 cm?® Kulturfliche in R10HP kultiviert. Das
R10HP Medium wurde in diesem Fall ohne Penicillin und Streptomycin angesetzt und
enthielt FKS, dessen bovines IgG depletiert worden war. Die Uberstinde wurden zentrifugiert
(300 xg, 5 min, 25 °C) und ohne Zellen und Debris bei -20 °C eingefroren.

I1.2.2.6. Kryokonservierung lymphoblastoider Zellen

Lymphoblastoide Zellen wurden, sofern mdglich, expandiert und eingefroren. Hierzu wurden
je 5x 10" LCLs in je 10 mL kaltem Kryomedium (4 °C) aufgenommen, mit einem Gradienten
von 1 K/min bis -80 °C eingefroren und schlieBlich in Stickstoff (-142 °C) gelagert.
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11.2.2.7. Kultur von Plasmodium falciparum

Plasmodium falciparum wurde in Malariazellkulturmedium (MCM) mit einem Hamatokrit
(HT) von 5% (V/V) kultiviert (TRAGER und JENSEN, 1976). Die Parasitimie wurde stets
auf 0,05-1% eingestellt und erreichte bis zur ndchsten Passage maximal 5%.

I1.2.2.8. Kryokonservierung und Auftauen von Plasmodium falciparum

Die Kryokonservierung von P. falciparum-Stimmen erfolgte mit 60-90 mL einer Kultur mit
einer Parasitimie von mindestens pringe = 5%. Nach den Abtrennen des Zellkulturiiberstands
(500 xg, 5 min, 25 °C, ohne Bremse), wurden je 1 mL parasitierte Erythrozyten mit 333 pL
Glycerolyte aufgenommen, vorsichtig geschwenkt und 5 min bei 25 °C inkubiert. Nach
vorsichtiger Zugabe weiterer 1,333 mL des Einfriermediums (Glycerolyte) wurden die
Parasiten mit einem Gradienten von 1 K/min bis -80 °C eingefroren und anschlieBend in
Stickstoff (-142 °C) aufbewahrt.

Zum Starten einer Kultur aus kryokonservierten, parasitierten Erythrozyten wurde
diese in einem Wasserbad (37 °C) so lange unter vorsichtigem Schwenken angetaut bis etwa
die Halfte des Volumens noch gefroren war. Ein Volumen von 100 pL NaCl-Lésung (2 M,
4 °C) je 1 mL halbgefrorener Suspension wurde hinzugegeben. Nach 5-miniitiger Inkubation
bei 25°C wurden sukzessive 10 mL NaCl-Losung (274 mM, 4 °C) hinzugefiigt, die
Erythrozyten abgetrennt (500 xg, 5 min, 25 °C, ohne Bremse), einmalig mit RPMI 1640 mit
25 mM Hepes gewaschen (500 xg, 5 min, 25 °C, ohne Bremse) und in 10 mL Kulturvolumen
(5% Hkt in MCM) aufgenommen.

I1.2.2.9. Praparation humaner Erythrozyten fiir die Parasitenkultur

Fir das Erythrozytenkonzentrat wurden 12-24 CPDA-ROhrchen von rhesuspositiven
Spendern mit Blutgruppe 0 von der Transfusionsmedizin der Uniklinik der RWTH Aachen
bezogen. Diese Erythrozyten wurden gemischt, zentrifugiert (650 xg, 5 min, 25 °C, ohne
Bremse) und das Plasma und weiBle Blutkorperchen entfernt. Die roten Blutkdrperchen
wurden nun dreimal in SAG-Mannit gewaschen (650 xg, 5 min, 25 °C, ohne Bremse) und
schlieBlich mit SAG-Mannit auf 66,67% Hkt eingestellt und bei 4 °C gelagert. Spétestens
nach vier Wochen wurde neues Erythrozytenkonzentrat hergestellt.

11.2.2.10. Giemsa-Firbung

Um die Parasitdmie der P. falciparum-Kulturen zu bestimmen, wurden diinne Ausstriche auf
Objekttragern angefertigt. Nach der Trocknung an der Luft wurden diese 30 sec in 100%
Methanol fixiert und 15 min in 0,02% (M/V) Giemsa in Phosphatpuffer gefirbt, unter
Leitungswasser gewaschen, erneut an der Luft getrocknet und bei 1000-facher Vergrof3erung
mikroskopisch ausgewertet.

11.2.2.11. Wachstumsinhibitionstests mit Plasmodien

Die Proliferation von Plasmodien kann grundsétzlich mit verschiedenen Methoden gemessen
werden (BERGMANN-LEITNER et al., 2006). Die hier gewédhlte Methode, die die
Lebensfahigkeit/ Fitness miteinbezieht, basiert auf der im Nukleus lokalisierten plasmodialen
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Laktatdehydrogenase (pLDH) (BERGMANN-LEITNER et al., 2006; PERSSON, 2010). Die
folgende Abbildung stellt die enzymatischen Reaktionen dar, die zur Bildung des
Nachweisfarbstoffs, Nitroblau-Formazan, zur Quantifizierung funktionaler pLDH erforderlich
sind.
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Abbildung 8: Darstellung der enzymatisch katalysierten Reaktionen zum quantitativen Nachweis der
plasmodialen Laktatdehydrogenase. Im ersten Schritt setzt die plasmodiale Laktatdehydrogenase (pLDH)
APAD und Laktat zu reduziertem APAD (APADH) und Pyruvat um. Im zweiten Schritt katalysiert Diaphorase
die Reaktion von NBT und des entstehenden Pyruvats zu NBF und APAD. APAD wird somit recycelt und steht
der ersten Reaktion wieder zur Verfligung. Die Menge des Edukts NBF ist proportional zur Menge des Pyruvats,
das wiederum abhéngig von den Einheiten funktionaler pLDH gebildet wird. Die Absorption des NBF kann bei
einer Wellenlidnge von 650-655 nm spektrophotometrisch ausgelesen werden.

Wachstumsinhibitionstests wurden wie zuvor beschrieben durchgefiihrt (REMARQUE et al.,
2008a). P. falciparum wurde sieben, fiinf und drei Tage vor Ansetzen des Tests mit wéssriger
Sorbitlosung (5% (V/V)) synchronisiert (RADFAR et al., 2009), um den Test mit >85%
Schizonten starten zu konnen. Die Parasiten wurden mit einer Parasitdmie von 0,4% - 0,8%26
in 2% (V/V) Hkt eingesetzt. Bei der Durchfiihrung eines GIA sind mehrere Kontrollen
durchzufiihren. Hierzu zdhlen (1) nicht parasitierte Erythrozyten, parasitierte Erythrozyten (2)
ohne Zusitze, (3) mit 4 mM EDTA, (4) mit 6 pg/uL polyklonalem Kaninchen anti-PfAMA1
IgG (BG98), (5) mit 6 pg/puL unspezifischem, polyklonalem Kaninchen-IgG, (6) mit
10 ug/uL unspezifischem, monoklonalem, rekombinant in N. benthamiana exprimiertem,
humanem IgG (2G12).>" ** Alle Antikérper wurden in RPMI 1640 mit 25 mM Hepes
umgepuffert (Abschnitt 11.2.5.3.). HumAb10.1, 10.2 und 10.3 wurden in finalen
Konzentrationen von 1,25 bis 10 pg/ul eingesetzt. Der gegen AMAI1 gerichtete
humAbAMA1 wurde ausgehend von 10 pg/puL verdiinnt bis zu einer Konzentration von
0,3 ng/uL. Nach 44-46 h wurden die Parasiten, die sich wiederum im Schizontenstadium
befanden, geerntet: parasitierte Erythrozyten eines Napfs wurden einmal in je 200 pL kaltem
PBS gewaschen (1300 xg, 10 min, 4 °C, ohne Bremse) und fiir mindestens 16 h bei -80 °C
eingefroren. Nach dem Auftauen bei 37 °C, der Zugabe der GIA-Substratlosung und einer
Inkubation bei 25 °C in Dunkelheit wurde die Extinktion bei 655 nm nach 30 min und nach
45 min ausgelesen. Der Prozentsatz der relativen Wachstumsinhibition wurde wie folgt
berechnet: % Inhibition = 100 x [Egss nm (Probe) - Egssnm (RBK)] / [Egss nm (Schizonten) -
E¢ssnm (RBK)], wobei es sich bei den Werten der Kontrollen um das arithmetische Mittel
zusammengehoriger Werte handelte. Die Erythrozyten- und Schizontenkontrollen wurde je im
Sechsfachansatz bestimmt. Die Auswertung der Daten und die Bestimmung von ECso-Werten
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und entsprechenden Konfidenzintervallen wurde mithilfe des Programm ,,GraphPad Prism*
und dessen Algorithmus ,,log(agonist) vs. normalized response durchgefiihrt.*’

Zur Untersuchung etwaiger synergistischer Effekte wurden die Antikérper humAb10.1
und humAbAMA1 in Kombination eingesetzt, und zwar proportional zu ihren ECsp-Werten in
Verhiltnissen von 1:1, 1,5:1, 4:1, 1:2 und 1:4. Die Auswertung erfolgte mithilfe eines ECs-
Isobologramms und der Berechnung des Synergismusmafes ,HEWLETTs $* (WILLIAMS et
al.,2012; GRECO et al., 1995).

I1.2.3. Molekularbiologische Methoden

Grundsitzlich wurden die gédngigen molekularbiologischen Arbeitsschritte, wie etwa
Plasmidisolationen, Restriktionsverdaue, Ligationen, Hitzeschocktransformationen, Kolonien-
PCRs und Agarosegelelektrophorese, durchgefiihrt wie in relevanter Literatur beschrieben
(SAMBROOK und RUSSELL, 2001). Im Folgenden wird daher nur auf Besonderheiten
dieser  Arbeit eingegangen. Zur Sicherung und Klonierung der variablen
Immunglobulinbereiche aus jenen Zellen, die in Maastricht transformiert wurden, trugen
Melanie Seidel und Susanne Bethke bei. Michael Krolik half bei der zielgerichteten
Mutagenese und Klonierung der gesicherten Vy-, V- und V)-Sequenzen aus
lymphoblastoiden Zellen der zweiten Transformation, welche in Aachen durchgefiihrt worden
war.

I1.2.3.1. Gewinnung von mRNS und genomischer DNS

Die Isolation genomischer DNS aus Ramos Zellen, PBMCs und lymphoblastoiden Zellreihen
erfolgte mithilfe des Kits “NucleoSpin Tissue” (Macherey und Nagel) nach
Herstellerangaben. MessengerRNS aus lymphoblastoiden Zellen wurde mit den
Baukastensystemen ,,NucleoSpin RNA II” (Macherey und Nagel) oder ,,RNeasy Plus Mini”
(Qiagen) geméal den Herstelleranweisungen gewonnen und bei -80 °C aufbewabhrt.

I1.2.3.2. Reverse Transkription der mRNS

Zur Herstellung von cDNS/ Erststrangsyntheseprodukten aus lymphoblastoiden Zellen
wurden zwei Kits genutzt: ,,.SuperScript® III” oder ,,SuperScript” III CellsDirect* (Life
Technologies). Welches verwendet wurde, hing von der verfiigbaren Zellmasse ab. Waren
mehr als 10° Zellen zur mRNS-Gewinnung vorhanden, wurde zuerst mRNS isoliert und diese
mithilfe des erstgenannten Kits zu cDNS weiterverarbeitet. Waren hingegen nur wenige
Zellen verfiigbar, wie bei einzelnen B Zellclustern, wurde das CellsDirect Kit genutzt, das
keine separate mRNS-Isolation erfordert. Es wurden in beiden Fillen die
Randomhexameroligonukleotide genutzt.

11.2.3.3. PCRs zur Sicherung der variablen Immunglobulinsequenzen humaner
lymphoblastoider Zellen

Die Sicherung der Sequenzen der variablen Bereiche der humanen schweren und leichten

Ketten aus lymphoblastoiden Zellreihen erfolgte angelehnt an das von TILLER et al. (2008)
publizierte Protokoll. Dieses ist zur Sicherung der Vy-, V- und Vj,-Sequenzen einzelner
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B Lymphozyten gedacht und sieht mehrere separate Oligonukleotidmischungen fiir die
schweren bzw. die k und A leichten Ketten vor. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
die PCRs fiir die in Maastricht transformierten LCLs nach den Angaben von TILLER et al.
(2008) durchgefiihrt. Fiir die Amplifikation der variablen Bereiche der LCLs, die in Aachen
transformiert wurden, wurde das Protokoll in fiinf Punkten abgedndert. Erstens wurde das
TILLER Primerset um die in Tabelle 6 aufgefiihrten Oligonukleotide erweitert. Zweitens
wurden die ersten Reaktionen jeweils nur mit einem korrespondierenden Primerpaar
durchgefiihrt, um die Wahrscheinlichkeit der spezifischen Amplifikation seltener oder
schwerer zu vervielfdltigender Sequenzen zu erhohen. Drittens wurden hierbei die
Anlagerungstemperaturen und Extensionszeiten individuell angepasst. Viertens wurde eine
Reamplifikationsrunde eingefiihrt, die mit Primermischungen angesetzt wurde und so
durchgefiihrt wurde, wie es das Protokoll von TILLER fiir die ihre erste Amplifikation
vorsah. Diese PCR-Produkte wurden i.d.R. in TopoVektoren kloniert (Abschnitt 11.2.3.4.), um
zum einen endogen vorhandene Age I-, Sal I-, Bsi WI- oder Xho I-Schnittstellen ausmerzen zu
konnen (Abschnitt 11.2.3.6.) und zum anderen, um ggf. nicht degenerierte, besser passende
Primer (siche Tabelle 6) fiir die letzte PCR verwenden zu konnen. Die fiinfte Anderung
bezieht sich daher auf die individuelle Anpassung der Bedingungen fiir diese verschachtelte
PCR. Abbildung 9 veranschaulicht die Strategie.

5" L-VH, 5LV, 5LV,
A
P — —
5 L-VH mix 3 CHI 5 L-Vk mix 3 Cx 5 L-V A mix 3
s [ ] Il | [ ]
5 Age | VH ml mix 5 | Vk mmix 5¢Age | VA <3’”12..7.\ mix
c [ ]
3'sallJH 3' BsiW | Ik 3 Xho | A mix

0 aser— [N i} sl se I ] — s sse I | xvo:

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Strategie der verschachtelten PCRs zur Sicherung der
variablen Sequenzen humaner Antikérper aus lymphoblastoiden Zellreihen. A: cDNS; B: Produkt der
ersten PCR; C: Produkt der Reamplifikation; D: Produkt der verschachtelten PCR. Darstellung in Anlehnung an
TILLER et al. (2008), Abbildung 1.

11.2.3.4. Klonierung der variablen Bereiche humaner Antikorper

Die gesicherten variablen Sequenzen wurden i.d.R. zuerst in TopoVektoren kloniert und
anschlieend iiber die passenden Schnittstellen in pTRAkt IgGl H, pTRAkt Igk, oder
pTRAkt Igh eingebracht.

Klonierung in kommerzielle TopoVektoren

In den Fillen, in denen es sich als schwierig erwies die Vy-, V- und V;-Sequenzen direkt in
pTRAkt zu klonieren, wurden die Produkte der Reamplifikations-PCRs in TopoVektoren
(pCR 1I Topo) eingebracht. Um 3°-Uberhinge von je einem Adenin zu erzeugen, wurden die
PCR-Reaktionen 10 min bei 72 °C mit konventioneller Taq inkubiert. Ein Volumen von 4 pL
jedes PCR-Produkts wurde nun mit je 1 uLL Vektor und 1 pL Salzlésung versetzt und 30 min
bei 25 °C inkubiert. Die hitzeschocktransformierten E. coli DH5a wurden schlieBlich auf
Ampicillin-LB-Agar-Platten mit IPTG und X-Gal (je 4 pmol/Platte) ausgestrichen, um eine
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Blau/ WeiB-Selektion zu ermoglichen (DONG et al., 1999). Je Klonierung wurden 20-30
weille Klone fiir eine Kolonien-PCR ausgesucht. Bei richtiger Produktgrole wurden die
TopoVektoren isoliert und vom hausinternen Service sequenziert (Abteilung Funktionelle und
Angewandte Genomik, Fraunhofer IME, Aachen).

Klonierung in pTRAkt-Expressionsvektoren

Vektoren und Amplifikate wurden mit Age I und einem zweiten Enzym (Sa/ I, Bsi WI oder
Xho 1) nach Herstellerangaben verdaut und Fragmente der richtigen GroBe gereinigt
(,,NucleoSpin Gel and PCR Clean-up* Kit, Macherey und Nagel). Die humanen Vy-, V- und
V;,-Sequenzen wurden nun iiber Nacht in passende pTRAkt-Vektoren ligiert. Hierzu wurde
ein molares Vektor- zu Insertverhéltnis von 1:8 gewéhlt und die T4 Ligase (NEB) benutzt. Je
Klonierung wurden 5-10 Klone fiir eine Kolonien-PCR genutzt. Bei richtiger Insertgrofie
wurden die pTRAkt-Vektoren zum Sequenzieren gegeben.

I1.2.3.5. Analyse der Klonalitit lymphoblastoider Zellreihen mittels Spektratyping

Um die Klonalitit der lymphoblastoiden Zellreithen (I11.2.2.4.) zu untersuchen, wurde
genomische DNS isoliert und fiir drei Multiplex-PCRs verwendet. Die Oligonukleotide sind
in Tabelle 20 zusammengefasst. Als monoklonale Kontrolle diente gDNS von Ramos Zellen.
Genomische DNS von PBMCs wurde als polyklonale Kontrolle verwendet. Die PCR-Zyklen
waren: Denaturierung (95 °C, 7 min), 35 Amplifikationsrunden (Denaturierung 94 °C, 60 sec;
Anlagerung 60 °C, 45 sec; Verliangerung 72 °C, 90 sec) und eine finale Verldngerung (72 °C,
10 min). Die Auftrennung erfolgte mit einem ,,3730 DNA Analyser* (Applied Biosystems).*
Produkte der ersten Reaktion sollten 310-360 bp grof} sein, solche der zweiten 250-295 bp
und solche der dritten 100-170 bp. Polyklonale Populationen sollten mit jedem Reaktionsmix
mehrere Signale zeigen, monoklonale hingegen je nur eines (VAN DONGEN et al., 2003;
FRAUSSEN et al., 2010).

I1.2.3.6. Mutagenese der variablen Bereiche humaner Antikorper

In einigen Féllen war es notwendig endogene Restriktionsschnittstellen zu entfernen, um eine
Klonierung in die Expressionsvektoren zu ermdoglichen. Hierzu wurde eine zielgerichtete
Mutagenese durchgefiihrt (WEINER et al., 1994; WEINER und COSTA, 1994). Die Primer
wurden so entworfen, dass nur eine Base ausgetauscht werden musste, sodass die
Aminosédureabfolge dieselbe blieb und kein seltenes Kodon eingefiihrt wurde. Fiir die PCR
wurden je 26 ng Vektor, 62,5 ng jedes Primers und das ,,Expand High Fidelity PCR System*
(Roche) genutzt. Die PCR-Zyklen waren folgende: Denaturierung (95 °C, 5 min), zwolf
Amplifikationsrunden (Denaturierung 95 °C, 60 sec; Anlagerung 55 °C, 60 sec; Verlingerung
68 °C, 5 min 30 sec) und eine finale Verlangerung (68 °C, 20 min). Nach dem Dpn I-Verdau
(37 °C, 2 h) der methylierten Mutterstringe wurden E. coli DH5a hitzeschocktransformiert. Je
Transformation wurden 30 Kolonien fiir eine Kolonien-PCR ausgesucht. Bei richtiger
Produktgrofle wurden diese 1 h mit dem Enyzm inkubiert, dessen Schnittstelle entfernt
werden sollte. Bei Abwesenheit zweier Fragmente wurden die entsprechenden reparierten
TopoVektoren sequenziert und fiir weitere PCRs genutzt.

38



II. Material und Methoden

I1.2.4. Mikrobiologische Methoden

Chemikompetente  E.coli DHS5a  wurde nach  Standardmethoden  bereitet,
hitzeschocktransformiert, kultiviert und kryokonserviert (SAMBROOK und RUSSELL,
2001). Die entsprechenden Techniken fiir A. tumefaciens (Rh. radiobacter) sind im Folgenden
beschrieben.

I1.2.4.1. Bereitung elektrokompetenter A. tumefaciens

Ein Volumen von 500 mL YEB-Medium mit 25 pg/mL Kanamycin, 25 pg/mL Rifampicin
wurde mit einer Vorkultur von A. tumefaciens (Stamm GV3101 mit Plasmid pMP90RK)
inokuliert und in einem 2 L-Erlenmeyerkolben bis zu einer OD g9 nm von 5,0 bei 28 °C und
160 rpm inkubiert. Die Suspension wurde zentrifugiert (4566 xg, 10 min, 4 °C) und die
Zellmasse zweimal in eiskaltem, sterilem, deionisiertem Wasser und dann einmal in
eiskaltem, sterilem Glyzerin (10% (V/V) in deionisiertem Wasser) gewaschen (4566 xg,
10 min, 4 °C). Die Bakterien wurden in 3 mL eiskaltem, sterilem 10% (V/V) Glyzerin
aufgenommen, aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

I1.2.4.2. Transformation von A. tumefaciens

Elektrokompetente 4. tumefaciens wurden auf Eis aufgetaut und zu je 50 pL in eiskalten
2 mm-Kiivetten 5 msec bei 2500 V transformiert (FAZEKAS et al., 1963; LIN, 1995). Die
Regeneration erfolgte fiir 2 h bei 28 °C, 160 rpm in SOC-Medium. Volumina von 10 uL
wurden auf YEB-Selektionsplatten (25 pg/mL Kanamycin, 50 pg/mL Carbenicillin,
25 pg/mL Rifampicin) ausgestrichen und fiir fiinf Tage bei 28 °C inkubiert. Erfolgreich
transformierte Klone wurden mittels Kolonien-PCR identifiziert.

11.2.4.3. Kultur von A. tumefaciens

Die Kultur und Expansion von transformierten A. tumefaciens fir die Infiltration von
N. benthamiana (Abschnitt 11.2.5.1.) erfolgte in YEB-Medium mit 25 pg/mL Kanamycin,
50 pg/mL Carbenicillin in Erlenmeyerkolben bei 28 °C, 160 rpm.

11.2.4.4. Kryokonservierung von A. tumefaciens

Zur Kryokonservierung wurde eine A. tumefaciens-Kolonie in YEB-Medium mit 50 pg/mL
Carbenicillin, 25 pg/mL Kanamycin angezogen und mit einer OD o nm Von 20 in 30% (V/V)
Glyzerin in YEB-Medium aufgenommen und bei -80 °C eingefroren.

I1.2.5. Expression humaner Antikorper in N. benthamiana
11.2.5.1. Infiltration und transiente Transfektion von N. benthamiana

Fir jede Produktion humaner Vollldngenantikdrper in N. benthamiana wurden drei
A. tumefaciens-Kulturen angezogen und kombiniert: je eine flir die schwere und die leichte
Immunglobulinkette und eine mit 4. tumefaciens, die das Plasmid pTRAc-p19si trug, welches
fiir den Silencinginhibitor p19 kodiert (FELLER et al, 2013). Die OD gponm-Werte jeder
Kultur wurden mit Wasser auf 2,0 eingestellt. Je zwei Teile der Suspensionen mit
A. tumefaciens fiir die schwere und die leichte Antikorperkette und ein Teil der Suspension
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mit A. tumefaciens pTRAc-p19si wurden gemischt, 1:2 in 2X Infiltrationsmedium verdiinnt
und mit 200 uM Acetosyringon fiir mindestens 1 h bei 25 °C inkubiert.

Zu Testexpressionszwecken wurden einige Blitter sechs bis acht Wochen alter
N. benthamiana-Pflanzen mit einer Spritze infiltriert. Fiir die Produktion in gréBerem
Mallstab wurden die Agrobakterien per Vakuuminfiltration (5 kPa, 25 °C, 1 min) in die
Pflanzen eingebracht. Bei Testexpressionen halfen Susanne Bethke, Melanie Seidel und
Michael Krolik.

11.2.5.2. Kultur und Ernte der infiltrierten Pflanzen

Zur testweisen Expression wurden die Pflanzen aufrecht stehend fiir vier bis sechs Tage unter
Dauerlicht kultiviert. Diese Pflanzen wurden nach Bedarf gegossen, jedoch niemals so, dass
Staundsse entstand oder das Steinwollesubstrat vollstindig austrocknete. Nach der Ernte
wurden die Blitter gewogen und mit 200-300 mL eiskaltem Extraktionspuffer je 100 g
Blattern in Stickstoff gemorsert. Nach Zentrifugation (11000 xg, 5 min, 4 °C) wurden die
Uberstéinde direkt fiir ELISA, Dotblots und SDS-PAGE eingesetzt.

Bei Proteinexpressionen im grofleren Maf3stab (6-24 Pflanzen) wurden die infiltrierten
Pflanzen fiir fiinf Tage iiber Kopf hingend unter weilem Dauerlicht und regelméBiger
Bewidsserung kultiviert. Fiir die Ernte wurden sie gewogen und fiir 2 min in 200-300 mL
eiskaltem Extraktionspuffer je 100 g Bléttern in einem Standmixer zerkleinert. Fasern und
grobere Pflanzenteile wurden durch Filtration mit Miracloth entfernt. Danach wurden 500
mM NacCl zugegeben und der pH Wert auf 8,2 eingestellt. Nach einstiindiger Inkubation auf
Eis wurde partikuldres Material durch Zentrifugation (17000 xg, 30 min, 4 °C) und Filtration
(0,45 pm) entfernt.

I1.2.5.3. Reinigung humaner Antikorper aus Zellkulturiiberstinden und
aus N. benthamiana

Humanes IgG aus N. benthamiana-Pflanzenextrakten und aus lymphoblastoiden
Zellkulturiiberstinden wurde mittels Protein-A-Chromatographie gereinigt. Hierzu wurde eine
Protein-A-Keramikmatrix (,,Protein A Ceramic HyperD”, PALL) mit Protein-A-
Chromatographie Bindungs-/ Waschpuffer dquilibriert und die Matrix {iber Nacht bei 4 °C mit
dem Extrakt / dem Uberstand inkubiert. Nach dem Waschen mit 20-30 Siulenvolumen
Protein-A-Chromatographie Bindungs-/ Waschpuffer wurde das IgG in 1,34 mL-Fraktionen
mit Protein-A-Chromatographie Elutionslosung eluiert, die Losungen mit je 660 uL Protein-
A-Chromatographie Neutralisierungspuffer neutralisiert und {iber Nacht in PBS (4 °C)
dialysiert. Die Membran hatte eine Ausschlussgrofle von 6-8 kDa. Zur Vorbereitung auf
Wachstumsinhibitionstests wurden die Antikorper konzentriert und in RPMI 1640 Medium
mit 25 mM HEPES {iberfiihrt. Hierzu wurden Konzentratorsédulchen verwendet (,,Vivaspin
VS15RH21* (Sartorius Stedim), Ausschlussgrofle 30 kDa), die zunéchst drei Male mit PBS
gewaschen wurden, um Schwermetalle und andere Produktionsriickstinde aus der Membran
zu entfernen. Bei 3000 xg wurden die Antikorperlosungen nun konzentriert, drei Male in
RPMI 1640 Medium mit 25 mM HEPES gewaschen und schlieBlich in diesem Medium auf
die angestrebte Konzentration eingestellt. Die konzentrierten Antikdrper wurden nun
sterilfiltriert (0,22 pm-Filter, PES Membran) und bis zum Ansetzen des GIA bei -20 °C
aufbewahrt.
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I1.2.5.4. Analytische Gelfiltration

Zur Untersuchung der Integritit der gereinigten Antikdrper wurden analytische
Gelfiltrationen durchgefiihrt. Hierzu wurde eine ,,Superdex 200“-Sédule (GE Healthcare) mit
22,23 mL Bettvolumen verwendet, welche fiir Proteine zwischen 10 kDa und 600 kDa Grofle
geeignet ist. Die Antikdrper wurden mit einer Flussrate von 0,5 mL/min in PBS aufgetrennt’’
und das Chromatogramm hinsichtlich der GroBenverteilung der eluierten Proteine analysiert.
Als Referenz dienten Messungen mit einem kommerziellen humanisierten monoklonalen
Antikorper, Omalizumab (Novartis).

I1.2.6. Expression und Reinigung rekombinanter plasmodialer Antigene

Neben den Antikdrpern wurde auch das Protein multi-PfEGF-his¢ in N. benthamiana
produziert. A. tumefaciens mit dem Plasmid pTRAkc EGFs ERH (1 19-1 8-2 8-4-1 10-
2 10aglyc) wurde von Alexander Boes zur Verfligung gestellt und wie unter Abschnitt
I1.2.4.3. beschrieben kultiviert und expandiert. Zeitgleich wurde eine Kultur von
A. tumefaciens angezogen, welche das Plasmid pTRAc-p19si tragen. Die Vorbereitung der
Bakteriensuspensionen fiir die Infiltration erfolgte wie zuvor (Abschnitt 11.2.5.1.). Eine
Menge von 28 N. benthamiana-Pflanzen (zwdlf neun Wochen alte und sechzehn acht Wochen
alte) wurde infiltriert und fiir fiinf Tage kultiviert (Abschnitt I1.2.5.2.). Der zur Zerkleinerung
der Pflanzen verwendete Extraktionspuffer wurde aufgrund der Kailteempfindlichkeit des
Zielproteins nicht gekiihlt und enthielt dariiber hinaus kein Natriumdisulfit. Nach Filtration
durch Miracloth und der Zugabe von 500 mM NaCl wurde der pH auf 8,0 eingestellt. Drei
weitere Reinigungsschritte folgten: eine kontinuierliche Zentrifugation bei 33000 rpm, eine
Tiefenfiltration (,,Supracap PDH 10 inch* (Sartorius Stedim)) und eine weitere Filtration zur
Entfernung von Partikeln von iiber 0,45 pm Durchmesser. Es schloss sich eine Ni'-IMAC
(Chelating Sepharose (GE Healthcare)) an. Die Matrix wurde mit PBS &quilibriert und mit
einer Flussrate von 15 mL/min beladen. Nach dem Waschen mit PBS (20 mL/min) wurde das
Zielprotein mit 250 mM Imidazol in PBS (pH 7,4) eluiert, mittels Dialyse gegen PBS (iiber
Nacht bei 4 °C, Ausschlussgrofle von 6-8 kDa) entsalzt, sterilfiltriert (0,22 um, PVDF Filter)
und bei 4 °C gelagert.*?
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II1. Ergebnisse
III.1. EBV Transformation
I1I.1.1. Optimierung der EBV Transformation

Vor dem Hintergrund der Zielsetzung der Generierung humaner monoklonaler Antikorper aus
B Zellen kryokonservierter PBMCs semi-immuner Spender galt es zundchst eine EBV
Transformationsmethode zu entwickeln und 2zu etablieren, die eine hohe
Transformationseffizienz aufweist. Dies war vor allem vor dem Hintergrund notwendig, dass
von jedem Spender nur eine begrenzte Menge PBMCs zu Verfiigung stand. Dariiber hinaus
nimmt der Prozentsatz lebensfahiger PBMCs bei der Kryokonservierung — wie sie fiir die
Sicherung und Aufbewahrung der Zellproben aus Ghana und Madagaskar notwendig ist — und
dem Auftauen ab. Aullerdem kann angenommen werden, dass der Anteil von Gedéchtnis
B Zellen im peripheren Blut, die sich gegen ein bestimmtes Malariaantigen richten, bei
schitzungsweise lediglich ca. 9 bis 24 Zellen je einer Million PBMCs liegt.” Neben der
Maligabe einer hohen Transformationseffizienz miissen die transformierten lymphoblastoiden
Zellen (LCLs) auBlerdem Antikorper sezernieren, damit sie mittels ELISA als
vielversprechend identifiziert werden kdnnen.

Die Darstellung der Ergebnisse der Hochdurchsatzscreenings der EBV
Transformationsbedingungen mithilfe der automatisierten konfokalen Fluoreszenz-
mikroskopie (Abschnitt 11.2.2.4.) und der Analyse der humanen IgG Konzentration in den
Zellkulturiiberstanden (Abschnitt I1.2.1.9.) erfolgt an dieser Stelle exemplarisch. In Abbildung
10 ist die Transformationseffizienz und die IgG-Sekretion frisch transformierter LCLs in
Abhingigkeit RPMI 1640- und DMEM-basierten Mediums und zweier Additive, humanen
holo-Transferrins und CpG ODN 2006, dargestellt. Es zeigte sich, dass — sofern kein CpG
ODN 2006 hinzugegeben wurde — DMEM- und RPMI 1640-basierte Medien zu dhnlichen
Transformationsraten fiihrten. Bei Anwesenheit des TLR9-Liganden CpG ODN 2006 jedoch
fiihrte das DMEM-basierte Medium zu einer hoheren Transformationsrate. Das humane holo-
Transferrin zeigte keinerlei signifikanten Einfluss auf die Transformationsetfizienz. Beziiglich
der Sekretion humanen IgGs fithrte DMEM-basiertes im Vergleich zu RPMI 1640-basiertem
Medium bei allen Ansdtzen zu einer hoheren IgG Konzentration im Zellkulturiiberstand; der
IgG Gehalt war um den Faktor 4,3 bis 29,4 hoher. Es zeigte sich auerdem, dass bei DMEM-
basiertem Medium sowohl die Zugabe von CpG ODN 2006 als auch die des holo-Transferrins
einen positiven Einfluss auf die IgG-Sekretion zu haben schienen. Die hochste IgG-
Konzentration lag hier bei 3,5 mg/L bei gleichzeitiger Zugabe beider genannter Additive.

Im vorangegangenen Experiment wurden die PBMCs zu je 100.000 Zellen pro
Vertiefung ohne weitere, bestrahlte Versorgerzellen transformiert. Die antigenspezifischen B
Zellen der semi-immunen Spender jedoch hétten nicht in einer so hohen Zelldichte
transformiert werden konnen, sondern mit lediglich 50 Zellen je Napf. Es bestand daher die
Notwendigkeit des Einsatzes von Versorgerzellen. Hiufig werden hierzu PBMCs eines
anderen Spenders genutzt, allerdings ist die Verwendung dieser aus unterschiedlichen
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Gesichtspunkten nachteilig.>* Es wurden daher verschiedene, etablierte Standardzelllinien als
Versorgerzellen getestet.
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Abbildung 10: Untersuchung der Bildung von Zellaggregaten (A) und der Sekretion humanen IgGs (B)
von lymphoblastoiden Zellen in Abhéngigkeit unterschiedlichen Mediums und der Anwesenheit der
Zusitze CpG ODN 2006 und humanen holo-Transferrins. Je 100.000 frisch préparierte PBMCs wurden je
Napf einer 96-Napfplatte entweder in DMEM- oder RPMI 1640-basiertem Medium in Gegenwart von 2 pg/mL
Cyclosporin A und 15,6% (V/V) EBV-haltigen Uberstands transformiert (I1.2.2.4.). Als Zusitze wurden ggf.
2,5 ng/mL. CpG ODN 2006 und/ oder 80 ng/mL holo-Transferrin verwendet. Es handelt sich hierbei um
Quadruplikate. Zwei Wochen nach der Infektion mit EBV wurden die Zellen einer Vitalfirbung (Calcein AM)
unterworfen und die Uberstinde auf ihren IgG-Gehalt getestet. (A) Mithilfe eines Opera Konfokalmikroskops
wurden 35 Bilder je Napf aufgenommen (11.2.2.4.). Die zusammengesetzten Bilder wurden schlielich iiber ein
Bildauswerteprogramm  (Acapella) ausgewertet. Hierzu wurde Algorithmus A genutzt und die
ClusterausschlussgroBe auf 200 Pixel’ (90,9 pm®) festgesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Summen der Calcein-gefirbten Clusterflichen in mm?®. Unterschiede wurden mithilfe
eines paarweisen, zweiseitigen t-Tests untersucht. Sofern keine Signifikanzniveaus angegeben sind, lag der
jeweilige Wert oberhalb von 0,05 oder wurde nicht berechnet, bspw. im Fall nicht direkt vergleichbarer
Stichproben. ,**‘ : p < 0,01; ,***¢ : p <0,001. (B) Die Quantifizierung des humanen IgG erfolgte mithilfe von
Oberflachenplasmonresonanzmessungen (I1.2.1.9.). Standardabweichungen kénnen nicht ermittelt werden, da es
sich um Einfachmessungen jeweils vier einander entsprechender, zusammengefiihrter Uberstinde handelt.

Hierzu zdhlen DG-75, Jurkat, Kasumi-1, Ramos, Raji und U-937, die mit einer Dosis von 30
Gray bestrahlt und mit 200.000 oder 400.000 Zellen je Napf testweise eingesetzt wurden. Es
wurden 50.000 frische PBMCs darauf gebettet, die je ca. 1.700 CD19" B Zellen enthielten.
Mit Kasumi-1 und DG-75 Zellen zeigten sich die hochsten Transformationsraten, daher
wurden diese jeweils in DMEM-basiertem Medium und mit oder ohne CpG ODN 2006 in
einem weiteren Experiment eingesetzt (Abbildung 11). Ohne Zugabe von CpG ODN 2006
fiihrten Kasumi-1 Zellen bei beiden Zelldichten zu einer héheren Transformationsrate als
DG-75 Zellen bei jeweils vergleichbaren Dichten. Mit CpG ODN 2006 war unklar, ob
Kasumi-1 geeigneter sind, denn bei 400.000 Versorgerzellen je Napf zeigt sich nun bei
DG-75 Zellen die hohere Transformationsrate. Anhand der mikroskopischen Aufnahmen ist
nicht eindeutig festzustellen, welche Art und welche Dichte von Versorgerzellen gewdhlt
werden sollte. Wirft man jedoch einen Blick auf das humane IgG in den Uberstinden
(Abbildung 11(B)), so wird klar, dass kein IgG sezerniert wurde, wenn DG-75 als
Versorgerzellen eingesetzt wurden, und dass bei Kasumi-1 eine Dichte von 200.000 Zellen je
Napf optimal erschien.
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Abbildung 11: Transformationseffizienz (A) und Antikorpersekretion (B) frischer B Lymphozyten in
Abhiingigkeit unterschiedlicher Versorgerzellen und CpG ODN 2006. Die Transformation wurde in DMEM-
basierten Medium durchgefiihrt. Es wurden 40.000 frisch préparierte Die Transformation wurde in DMEM-
basierten Medium durchgefiihrt (I1.2.2.4.). Es wurden 40.000 frisch préparierte PBMCs, die ca. 1.380 B Zellen
enthielten, je Vertiefung einer 96-Napfplatte verwendet. Als Versorgerzellen wurden bestrahlte Kasumi-1 Zellen
oder DG-75 Zellen eingesetzt. CpG ODN 2006 und Cyclosporin A wurden in Konzentrationen von 2,5 pg/mL
bzw. 2 ng/mL verwendet. Der Anteil des EBV-haltigen Uberstands betrug 15,6% (V/V). (A) Zwei Wochen nach
der Infektion wurden die Summen der Clusterflachen je Napf bestimmt wie unter Abschnitt I1.2.2.4. beschrieben.
Zur Auswertung des Bildmaterials diente der Acapella Algorithmus B; die Clusterausschlussgrofle entsprach
200 Pixel® (90,9 um?). Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Summen der Calcein-
gefirbten Clusterflichen in mm®. Unterschiede wurden mithilfe eines paarweisen, zweiseitigen t-Tests
untersucht. Sofern keine Signifikanzniveaus angegeben sind, lag der jeweilige Wert oberhalb von 0,05 oder
wurde nicht berechnet, bspw. im Fall nicht direkt vergleichbarer Stichproben. ,**‘ : p < 0,01; ,***° : p < 0,001.
(B) Neben der Vitalfirbung wurden Uberstéinde aus den sich jeweils entsprechenden Nipfen entnommen und zu
gleichen Anteilen gemischt. Die Quantifizierung des humanen IgGs erfolgte mithilfe von
Oberflachenplasmonresonanzmessungen (I1.2.1.9.). Standardabweichungen kénnen nicht ermittelt werden, da es
sich um Einfachbestimmungen jeweils vier einander entsprechender, zusammengefiihrter Uberstinde handelt.

I11.1.2. EBV Transformation von B Lymphozyten semi-immuner Spender

Wie im vorherigen Abschnitt dargestellt, zeigte das Hochdurchsatzscreening der EBV
Transformationsbedingungen, dass DMEM-basiertes Medium und Kasumi-1 Versorgerzellen
besonders geeignet erschienen, um eine hohe Transformationsrate zu erzielen. Folglich
wurden die kryokonservierten PBMCs semi-immuner Spender zundchst mit diesen
optimierten Bedingungen transformiert. Zwar bildeten sich die typischen Zellaggregate und es
konnte humanes IgG in den Uberstinden nachgewiesen werden, allerdings zeigte keine der
671 Kulturen Antikorper, die MSP1,9, AMA1 oder 3D7 Schizontenlysat3 5 erkannten. Daher
war es notig, die B Zellen semi-immuner Spender mit einer anderen als der fiir frische
PBMCs optimierten Technik zu transformieren. Hierzu wurde eine Methode verwendet, die
von FRAUSSEN et al. (2010) an der Universitit Hasselt (Niederlande) fiir IgG™ / CD22"
B Zellpopulationen entwickelt wurde, die mittels durchflusszytometrischer Zellsortierung
angereichtert wurden. Die durchflusszytometrische Sortierung der B Zellen der semi-
immunen Individuen zur Gewinnung anti-plasmodialer Antikorper erfolgte dariiber hinaus
nicht nur mit IgG- und CD22-spezifischen Antikérpern, sondern aufBlerdem mit
fluoreszenzmarkierten Antigenen, AMA1, MSP1,9, MSP3, Pf38, PIMP und E25T. Dies
ermoglichte es, lediglich die antigenspezifischen IgG" / CD22" B Lymphozyten in der
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Transformation einzusetzen. Die erste EBV Transformation nach FRAUSSEN et a/. wurde an
der Universitdt Maastricht (Niederlande) in den Laboren von Prof. Marc De Baets
durchgefiihrt, die zweite erfolgte am Fraunhofer IME in Aachen.

I11.1.3. Effizienz der modifizierten EBV Transformation nach FRAUSSEN et al. (2010)

Fiir die erste Transformation nach FRAUSSEN et al. (2010) (Abschnitt 11.2.2.4.) wurden
1,4x 107 vitale PBMCs des ghanaischen Spenders 0013°° eingesetzt, aus denen 4.869
spezifische IgG™/ CD22" B Zellen (0,035% von 1,4 x 107) isoliert und in 90 Népfen zu je 50
Zellen je Napf transformiert wurden. Drei Wochen nach der Infektion mit EBV hatten sich in
13 der 90 Népfe (14,44%) Zellaggregate gebildet. Sieben Wochen nach der Transformation
sezernierten hiervon vier Kulturen (4,44% von 90) spezifische Antikorper gegen AMA1 oder
E25T, nicht jedoch gegen MSP1,9 oder 3D7 Schizontenlysat. Sechzehn Wochen nach der
Transformation sezernierten nur noch zwei Kulturen, 5/E8 und 5/F6, IgG. Diese richteten sich
gegen das Multidoménenprotein E25T.

Bei der zweiten EBV Transformation wurden 1,1 x 10’ vitale PBMCs des ghanaischen
Spenders 0010* eingesetzt. Eine Anzahl von 14.048 spezifischen IgG™ / CD22" B Zellen
(0,138% von 1,1 x 107) wurden gewonnen und in 149 Nipfen transformiert. Vier Wochen
nach der Transformation zeigten zwdlf Kulturen (8,05% von 149) IgG im Uberstand, welches
im ELISA mit einem oder mehreren der flir die Zellsortierung eingesetzten Antigenen, AMAI
(5 Kulturen), MSP1,9 (2 Kulturen), MSP3 (7 Kulturen), Pf38 (3 Kulturen), PIMP (3 Kulturen)
und/ oder E25T (2 Kulturen), reagierte.

I11.2. Untersuchung der Klonalitit lymphoblastoider Zellkulturen

Lymphoblastoide Zellreihen, die auf ca. 50 B Zellen zuriickgehen, werden in den meisten
Féllen zunédchst oligo- oder polyklonal sein bevor sich mit zunehmender Kultivierungszeit ein
Klon durchsetzt (vgl. RYAN et al., 2006; FRAUSSEN et al., 2010). Dariiber hinaus ist die
Vereinzelung von Klonen mittels Verdiinnung (,,Limiting Dilution®) bei lymphoblastoiden
Zellreihen ohne Versorgerzellen und ohne erhohten personellen Aufwand nicht moglich.?’
Vor dem Hintergrund der Sicherung der variablen Bereiche schwerer und leichter
Immunglobulinketten war es wichtig sicherzugehen, dass fiir jede Kultur ein angemessener
Aufwand betrieben wird, um alle darin enthaltenen Vy- und V,-Regionen zu gewinnen.

Die in Maastricht transformierten Zellkulturen wurden sukzessive expandiert, sofern
moglich. Folglich stand genug genomische DNS und c¢cDNS zur Verfiigung, um zu
verschiedenen Zeitpunkten ein Spektratyping (Abschnitt 11.2.3.5.) der Vpy-Regionen
durchzufiihren. Die in Aachen transformierten Zellen wurden hingegen nicht expandiert,
sondern sofort nach der Identifikation vielversprechender Kulturen fiir die ¢cDNS-Synthese
verwendet. Aus diesem Grund war die Menge der cDNS sehr begrenzt. Hier konnte die
Fragmentanalyse nur mit cDNS und nur zu einem Zeitpunkt, 4,5 bzw. 7 Wochen nach der
Infektion, erfolgen.

Die in Maastricht generierten LCLs des Spenders 0013 waren sieben Wochen nach der
Infektion mit EBV mono- bis heptaklonal (41% monoklonal, 41% biklonal, 12% tetraklonal,
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6% heptaklonal). Die Kultur 5/F6, deren Uberstand mit E25T reagierte, war bereits zu diesem
Zeitpunkt monoklonal (Abbildung 12). Kultur 5/E8, die zweite Kultur mit Reaktivitit gegen
E25T hingegen, wies sieben Klone auf. Erst 36 Wochen nach der Transformation war diese
Kultur schlieBlich ebenfalls monoklonal (Abbildung 12).

Bei den in Aachen transformierten B Zellen des Spenders 0010 zeigten sich in 61%
der getesteten Kulturen keine Amplikons der Spektratyping PCRs. Die restlichen LCLs
schienen monoklonal (28%) oder triklonal (11%) zu sein.
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Abbildung 12: Elektropherogramme der Fragmentanalyse der Kulturen 5/F6 und 5/E8. Fiir dieses
Spektratyping (I11.2.3.5.) wurde genomische DNS einer 7 Wochen alten Kultur 5/F6 (A) und einer 36 Wochen
alten Kultur 5/E8 (B). Als polyklonale Kontrolle wurde genomische DNS aus PBMCs verwendet (C, D). Ramos,
eine Burkitt Lymphomzelllinie, diente als Quelle genomischer DNS fiir den monoklonalen Standard (E, F).
Dargestellt sind die Spektren der Reaktion mit den Vorwirtsoligonukleotiden fiir die Gertistregion 1, bei der
Amplikons von 310-360 bp GroBe erwartet werden. Die Detektion der Amplikons erfolgte iiber das
Fluoreszenzsignal des FAM-markierten 3‘-Bereichs der Fragmente.

II1.3. Sicherung der variablen Bereiche der humanen Antikorper aus lymphoblastoiden
Zellreihen®

Die molekularbiologische Sicherung der variablen Bereiche (Vy, Vi, V)) der schweren und
leichten Immunglobulinketten erfolgte mit dem Primersatz von TILLER et al. (2008). Wie
unter Abschnitt 11.2.3.3. beschrieben, wurden bei den LCLs, die in Maastricht generiert
worden waren, zunéchst fiir alle PCRs Oligonukleotidmischungen verwendet. Spéter erfolgte
die Sicherung mit dem modifizierten Protokoll, bei dem u.a. bei der ersten PCR erst einzelne
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Primerpaare verwendet wurden, um seltenere oder schwerer zu amplifizierende cDNS besser
vervielfdltigen zu konnen (vgl. Abschnitt 11.2.3.3.).

Bei jenen Zellen, die in Maastricht transformiert worden waren, wurden neun Vy-
Sequenzen, fiinf V-Sequenzen und eine V;-Sequenz aus insgesamt fiinf Kulturen (1/C3,
4/D2, 5/E8, 5/F6 und 7/D5) amplifiziert und kloniert. Bei der in Aachen durchgefiihrten
Transformation wurden aus 10 Kulturen (1/D9, 1/E4, 2/D6, 4/C4, 6/F10, 8/ES, 11/C10,
12/C4, 12/D7 und 14/E9) 12 Vy-Sequenzen, 16 V,-Sequenzen und 2 V;-Sequenzen isoliert.
Die Vy-Sequenzen gehorten zu sieben verschiedenen IgG, einem IgA und vier IgM.*’ Die
Tabellen 21 bis 24 enthalten detaillierte Informationen zu den gesicherten variablen
Bereichen, den jeweils zugrundeliegenden Gensegmenten und — als Mall des Grades der
Affinitdtsreifung — der Keimbahnhomologie der den V-Gensegmenten entsprechenden
Abschnitten.

Um eine Klonierung in die pTRAkt Expressionsvektoren zu ermdglichen, mussten
zwei V- und zwei Vy-Sequenzen mittels zielgerichteter Mutagenese verdndert werden
(Abschnitt 11.2.3.6.). Die eingefiihrten Mutationen waren stets still und fiihrten nicht zu einem
seltenen Kodon. Beide Vy-Sequenzen enthielten in der dritten Gerlistregion eine endogene,
d.h. nicht kiinstlich eingefiihrte Sal I-Schnittstelle. Eine der Vy-Sequenzen gehdrte zum
generierten AMA 1-spezifischen humAb. Die andere Vy-Sequenz gehorte zu jenem humAb,
der das zweite EGF-Motiv des MSP10 erkennt (humAbl10.3). Bei der Vy-Sequenz des
AMA 1-spezifischen humAbs war die Schnittstelle nicht durch somatische Hypermutation
eingefiigt worden. Das zugrundeliegende V-Gensegment (IGHV4-39*07) enthilt die Sal I-
Erkennungssequenz von Natur aus. Bei dem MSP10-EGF2-spezifischen humAb war die
Schnittstelle hingegen nicht im Gensegment (IGHV4-4*07 F) kodiert, sondern wurde durch
eine Transversionsmutation von Adenin zu Cytosin in vivo * eingefiihrt.

I11.4. Testexpression und Identifikation anti-plasmodialer humaner Antikiirper41

Nach der Isolation und Klonierung der variablen Bereiche humaner schwerer und leichter
Immunglobulinketten wurden diese in einigen N. benthamiana-Blittern testweise als IgG1:k-
oder IgG1:A2-Volllingenantikdrper exprimiert (Abschnitt I11.2.5.). Mit Dotblots und Western
Blots wurde die Expression liberpriift (Abschnitte I1.2.1.5. und 11.2.1.6.). Der Gehalt humanen
IgGs im Rohextrakt infiltrierter Blétter war mit je ca. 5 mg/mL stets ausreichend. Im Western
Blot zeigten sich unter reduzierenden Bedingungen je zwei Banden von ca. 50 kDa und von
ca. 25 kDa und unter nicht-reduzierenden Bedingungen eine oder mehrere Banden von ca.
150 kDa (nicht dargestellt). Antikorperkombinationen, die aus der Transformation der
B Zellen des Spenders 0013 stammten, wurden in ELISA auf Spezifitit fir AMAI1, E25T,
3D7 Schizontenlysat und MSP1,9 getestet. Jene Antikorperkombinationen, die auf
B Lymphozyten des Spenders 0010 zuriickgingen, wurden im ELISA mit AMA1, MSP1,
MSP3, P£38, PIMP und E25T untersucht.

Im Folgenden wird exemplarisch ein ELISA mit Pflanzenrohextrakten aus infiltrierten
Bléttern dargestellt, der zur Identifikation des Antikorpers humAb10.3 fiihrte, welcher aus
Spender 0013 stammt. Hierzu wurde die schwere Kette der Kultur 5/E8 mit je einer von vier
K leichten Ketten exprimiert, die aus den Kulturen 1/C3, 4/D2, 5/E8 oder 5/F6 derselben EBV
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Transformation generiert wurden. Abbildung 13(A) stellt die Reaktivititen der Extrakte gegen
E25T und gegen das zweite EGF-Motiv des MSP10 dar. Das Ergebnis des entsprechenden
Dotblots ist in Abbildung 13(B) enthalten.
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Abbildung 13: ELISA testweise exprimierter humAbs (A) und Dotblot (B) der Rohextrakte. (A) Fiir diesen
ELISA (I1.2.1.8.) wurden 100 ng E25T, 100 ng MSP10-EGF2 oder PBS aufgetragen. Als Positivkontrolle diente
eine Mischung aus vier ghanaischen Seren (0001, 0005, 0009, 0026) (,immun‘). Dargestellt sind die Werte bei
1:200 Verdiinnung. Als Negativkontrolle wurde Rohextrakt nicht infiltrierter Blétter verwendet (,nicht
infiltriert®). Die vier Kombinationen aus schwerer Kette 5/E8 und je einer der leichten Ketten «5/F6, k4/D2,
«1/C3 oder k5/E8 wurden in N. benthamiana exprimiert wie beschrieben (Abschnitt I11.2.5.). Die Rohextrakte der
entsprechenden Blitter (I1.2.5.2.) wurden 1:100 in PBS verdiinnt und im Zweifachansatz aufgetragen. Zum
Nachweis diente ein AP-markierter Antikorper (Ziege anti-humanes IgG). Die Extinktion bei 405 nm wurde
nach 20 min ausgelesen. Die Fehlerbalken entsprechen Standardabweichungen. (B) Dotblot zum Nachweis
humanen IgGs in unverdiinnten (,1:1°) und 1:10 bis 1:1000 verdiinnten Rohextrakten infiltrierter und nicht
infiltrierter Blatter (I1.2.1.6.). Es wurden je 5 pL Extrakt aufgebracht. Die Detektion erfolgte mit AP-markiertem
Antikorper (Ziege anti-humanes IgG) und NBT/ BCIP. Die Entwicklungszeit betrug 10 min.

Es wird deutlich, dass E25T und das zweite EGF-Motiv des MSP10 bei 100-facher
Verdiinnung vom Serum semi-immuner Spender und von einem der rekombinanten humAbs
erkannt wird. Derjenige Antikorper, HS5/E8:x5/E8 (humAbl10.3), der diese beiden Antigene
erkennt, triagt die authentische Kombination von schwerer und leichter Kette der Kultur 5/E8.

Aus den Zellen der in Maastricht durchgefiihrten EBV Transformation wurden neun
schwere und sechs leichte Inmunglobulinketten generiert. Von den getesteten Kombinationen
reagierten drei mit E25T, davon zwei mit dem ersten EGF-Motiv des MSP10 und eine
Kombination mit dem zweiten EGF-Motiv des MSP10. Die MSP10-EGF1-spezifischen
Antikorper wurden humAb10.1 und humAb10.2 genannt. HumAb10.3 erkennt MSP10-EGF2.

Bei der Sicherung der variablen Bereiche der Kulturen der in Aachen durchgefiihrten
Transformation wurden sieben Vy-Sequenzen erhalten, die zu IgG gehoren. Diese wurden als
Vollldngenantikdrper zusammen mit 16 « leichten Ketten und 2 A leichten Ketten testweise
exprimiert. Von diesen Kombinationen erkannte eine ein plasmodiales Antigen, AMAL. Der
entsprechende Antikdrper wurde humAbAMA 1 benannt.

Folglich wurden im Rahmen dieser Arbeit vier humAbs generiert, von denen drei das
doppelte EGF-Motiv des Merzoitenoberflichenproteins 10 (MSP10) erkennen sowie einer,
der spezifisch fiir das Apikale Membranantigen 1 (AMAI1) ist. Die folgende Tabelle gibt
einen Uberblick iiber die Kombinationen der Immunglobulinketten der vier anti-plasmodialen
humAbs, deren Ursprung und deren Affinitétsreifung.
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Tabelle 13: Zusammenfassung der Kombinationen schwerer und leichter Ketten der MSP10- oder AMAI1-
spezifischen humAbs. Die MSP10-spezifischen Antikdrper humAbl10.1, 10.2 und 10.3 stammen aus den in
Maastricht transformierten Zellen des ghanaischen Spenders 0013. HumAb10.1 und 10.2 haben die schwere
Kette gemein, humAbl10.1 und 10.3 die leichte Kette. HumAb10.2 und 10.3 besitzen die authentischen
Kombinationen von schwerer und leichter Kette. HumAbAMA1 wurde aus Kultur 1/E4 der in Aachen
transformierten B Zellen des ghanaischen Spenders 0010 generiert. Die Analyse der Vy- und V,-Regionen
erfolgte mithilfe des V Quest Werkzeugs (www.imgt.org). *Als Mall der Affinitdtsreifung ist die
Keimbahnhomologie angegeben, die sich auf den dem V-Gensegment entsprechenden Bereich bezieht.

Antikdrper Spezifitiit Ursprungs-  Gensegmente Keimbahn-
kultur Homologie*
IGHV3-23*04 F,
Vy 5/F6 IGHD3-22*01, 87%
humAb10.1 1(\]28('}1;11(; IGHJ4*02 F
V.  5/ES IGKV3-20*01 F, 7%
* IGKJ1*01 F
IGHV3-23*04 F,
Vy 5/F6 IGHD3-22*01, 87%
humAb10.2 1(\]28('}1;11(; IGHJ4*02 F
V.  5/F6 IGKV3-20*01 F, 91%
b IGKJ1*01 F
IGHV4-4*07 F,
MSP10 Vg 5/E8 IGHD3-22*01 F 83%
humAb10.3 IGHJ5*01 F oder IGHJ5*02 F
(EGF2) IGKV3-20*01 F
V. 5/E8 ’ 87%
b IGKJ1*01 F
IGHV4-39*07 F,
Vg 1/E4 IGHD3-16*01 F, 89%
humAbAMA1l  AMAI IGHJ4*02 F
IGKV1-5*%03, o
V. 1/E4 IGKJ3*01 F 96%

IIL.S. Vergleich der affinitiatsgereiften Antikorper mit ihren nicht mutierten Vorliufern

Im vorangegangen Abschnitt wurde die Identifikation der vier anti-plasmodialen humAbs
beschrieben, die MSP10 oder AMA1 erkennen und insgesamt auf drei schwere und drei
K leichte Ketten zuriickzufiihren sind. Im Folgenden soll beleuchtet werden, an welchen
Stellen der variablen Bereiche eine Affinitdtsreifung in vivo stattgefunden hat. Da die
Information der nicht mutierten Vorldufer nicht vorliegt, wurden diese soweit moglich anhand
der V Quest Analyse abgeleitet.”” Die folgenden Abbildungen stellen die
Aminosduresequenzen der Vy- und V-Bereiche der IgG humAbl0.2, humAbl10.3 und
humAbAMA1 und deren Vorldufern dar. Tabelle 14 fasst die Anzahl der DNS- und
Aminosduremutationen in den Geriistregionen und hypervariablen Regionen der drei
Antikorper zusammen. Besonders auffillig ist die hohe Anzahl an Aminosdureaustauschen in
den dritten Geriistregionen der schweren Ketten von humAb10.3 und humAbAMAL.
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DLVKPGGSLRLSCVVSGFRISTQAMSWVRQVPGKGLEWVSDISEHCGLkDY 60

VH.humAbl0.2(5/F6) affinitatsgereift EVQLVESGG
VH.humAbl0.2(5/F6) _nicht_affinitdtsgereift EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVROAPGKGLEWVSAISG 60
dekokddkokokk kg kokokkkokkkk | ok roky ckkkk ko kokk ok kkk ko kkkk | ok
VH.humAbl0.2(5/F6) affinitatsgereift ADSVRGRFTISRDTSKNTLYLQMNSLGADDTALYYCAKSVGYFDTSGYYRWDYF!$WGQG 120
VH.humAbl0.2(5/F6) nicht affinitatsgereift ADSVKGRFTISRDNSKNTLY LOQMNSLRAEDTAVYYCAKXXXYYDSSGYYXXXYFDYWGQG 120
- - Kokk ok akkkkkokokowk hkkkkkkkkkwkk ok okkk o kkkwk *opk g kk kK kok ok ok ok ok ok
VH.humAblU.2(5/F6)7affinit5tsgereift TLVTVSS 127
VH.humAbl0.2 (5/F6) nicht affinitatsgereift TLVTVSS 127
- - Fok ok ok ok ok ok
VKk.humAbl0.2(5/F6) _affinitdtsgereift EIVLTQSPDTLSLSPGETATLSCRASQTVRRN!LAWYQQKPGQAPRLLIYGASDRATGIP 60
Vk.humAbl0.2(5/F6) nicht affinitdtsgereift EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOAPRLLIYGASSRATGIP 60
o o dokdkokokkkk hkokdkokkkok hokdkkkkkokk ok L Kk kkkkkkdkkk ko kohkdkok  kokdkokokok
Vk.humdAbl10.2(5/F6) affinitdtsgereift DRFSGSGFGTDFTLTVSGLEPEDFAVYYCQQYGTSP! FGQGTRVEIK 108
Vk.humAbl0.2(5/F6) nicht affinitdtsgereift DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPRTFGQGTKVEIK 108

Kkkkkkok hkkkkohk ok kkkkkkkkkkkh ko Ak kR Ak KAk kA ok

VH.humAb10.3(DfFﬁ)iaffinithﬁgeTPiff QVOLOESGPGLVKPSETLFLTCSVGRRSMST!!hSWVRQPAGKGLEWMGRTTAPG NYN 60

VH.humAb]O.3(SfFH)_niCht_affﬁniféfsgerﬁift QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPAGKGLEWIGRIYTSGSTNYN 60
Mk k ok kkkk Kk kkkkkkok kokk sk ko k kkkk kg kkkk kA kkhk g hkk 3 kg okkkk
VH.humAbl0.3(5/E8) affinitdtsgereift C)FNNRLSMSVUTSRNLVSLHLTSVTAADTAVYXCTHDAHNYGKGLJ!WGUGKLVTVSB 119
VH.humAblO.3(SfFH)_niCht_affﬁniféfsgereift PSLKSRVIMSVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARXXXXDSSGXDSWGQGTLVTIVSS 1:1:9:
DRk kkkk sk kk gk ok kkkkkhkkkk ok k Lok K Ak Rk ok ok kk ok k
Vk.humAblO.3(5/E8)7affinitﬁtsgereift EIVLTQEPDILSLSPGERATLSCRASQALTA!!LAWYQQKPGQVPRLLIYGgSTRATGIP 60
Vk.humAb10.3(E/EB)7nicht73ffinit§tsgereift EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGOAPRLLIYGASSRATGIP 60
Kk kkk ok hkhkdkhkkhkkkkdkhkhhdkhk s 1. kAkhkhdkhakk hhhkkdkdhk .k hEdEad
Vk.humAbl0.3(5/E8) affinitidtsgereift DRFRGSF”GTDFTLTISRLEPADSAVﬂECQQYEDSPWIFGQGTKVELK 108
Vk.hnmAbTU.X(S/FB)_nichf_affinifﬁfsgereifr DRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIK 108

kkk kkkkkkhkkkkkkkk ok ok kkkkokk ok kkkokkkokkk ok kk ok

VH.humAbAMAl affinitatsgereift QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCSVSGVSVSSTV!YWGWIRQ:FGKGLEWIGSIYYSG!TY 60

VH.humAbAMAl_nicht_affinitatsge[eift QLOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGSTY 60

Fakkkkhhokhdhhhh ko hhhdk s dokk hakk shokkkokohk ko kk ko k ok ok ko Kok ok ok ok ok ok
(@) /(b)) /(c) _

VH.humAbAMAl affinitdtsgereift Y&:ELKSRLTLSVETSERQFSLRLSSVTAADTAVYYCARGAINFGGYSGPGTFYFDIWGQ 120

VH.humAbAMAl nicht_affinitédtsgereift YNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARXXINFGGXXXXXXXYFDYWGQ 120
* k skkkk ok ekhkohdks Ahkhkkokkhhhh b hdahhhhdk * ok ok ok ok *hkk Kk k*k

VH.humAbAMAl affinitatsgereift GTLITVSS 128

VH.humAbAMAl nicht affinitatsgereift GTLVTVSS 128

*h ks ok ok Ak

Vk.humAbAMAl affinit&tsgereift DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSITT%LAWYQQKPGTAPKLLIYKA!ILETGVPS 60
Vk.humAbAMAl nicht affinit&tsgereift DIOMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLAWYQQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPS 60
- - *****************************::**********.********** **:****
Vk.humAbAMAl affinitatsgereift RFSGSGSGTDFTLTISSLQPDDFATYYCQQYSTHLF!FGPGTKVD 105
Vk.humAbAMAl nicht_affinitatsgereift RFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNSYSFTFGPGTKVD 105
*********:*********************.:: ok k ko ok ok ok ok ok

Abbildung 14: Vergleiche der Aminosiuresequenzen der Vy- und V -Bereiche der Antikérper humAb10.2
(A), humAb10.3 (B) und humAbAMA1 (C) mit ihren jeweiligen nicht affinititsgereiften Vorldufern. Die
Aminosduresequenzen der nicht mutierten variablen Bereiche wurden basierend auf der V Quest Analyse
(www.imgt.org) abgeleitet. Sofern die Nukleotide nicht ecindeutig bestimmt werden konnten, wurden
entsprechende Abschnitte durch konsekutive ,N° ersetzt. Diese resultieren entsprechend in nicht definierten
Aminosdureresten (,X). Die dazugehdrigen DNS-Sequenzen sind im Anhang zu finden (Abbildungen 32 bis
34).CDRs sind mit blauen Pfeilen visualisiert. Prolinylseitenketten, die in affinitétsgereiften Sequenzen des
humAb10.3 und des humAbAMAL1 zu Leucyl-, Serinyl- bzw. Glutamylresten mutiert sind, sind mit roten Ovalen
kenntlich gemacht. In Griin sind Tyrosinreste markiert, die in Séugetierzellen sulfatyliert werden konnen. Pfeile
kennzeichnen die drei Argininreste in der dritten Geriistregion der schweren Kette des humAbAMAL. , * * :
identische Aminosdurereste; , : © : Aminosdurereste mit sehr dhnlichen Eigenschaften (Kennwert > 0,5 in der
Gonnet PAM 250 Matrix); , - © : Aminosdurereste mit dhnlichen Eigenschaften (Kennwert < 0,5 in der Gonnet
PAM 250 Matrix). Die Vergleiche wurden mithilfe von Clustal Omega durchgefiihrt (http://www.ebi.ac.uk).
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Tabelle 14: Zusammenfassung der DNS- und Aminosiuremutationen in den Geriistregionen und CDRs
der von humAb10.2, humAb10.3 und humAbAMAL. Diese Ubersicht basiert auf Sequenzvergleichen der
variablen Bereiche der schweren und leichten Ketten der humAb10.2, humAb10.3 bzw. humAbAMAT1 mit ihren
jeweiligen nicht mutierten Vorldufern. Im Fall der CDRH3 aller drei Antikdrper kann die tatsdchliche Anzahl
der in vivo eingefithrten Mutationen nicht exakt bestimmt werden, da hier N-Nukleotide vorliegen. Siehe hierzu
auch Abbildungen 14, 32, 33 und 34.

Aminosiureaustausche (DNS-Mutationen)

Antikorper  Bereich

FRI CDR1I __FR2 CDR2 FR3 CDR3 _ FR4 total
humAb Vi 48) 408 2(3) 2(5 6(14 >2(5) 0(0) >24(43)
10.2 V, 24 506 002 00 4@® 1) 0() 12 (26)
humAb Vi 26) 4(B8) 2(3) 4(8) 12(23) >5(>8) 1(3) 30(>59)
10.3 V, 2(5) 50 16 1) 4 9 2 () 1) 16 (40
humAb Vi 220 50®) 12 0 8317 =1 (1) 1(1) =I8(39)
AMAL1 V., 0000 22 12 0(0) 3 @& 4 () 0(0) 10 (15

I11.6. Expression und Reinigung humaner Antikorper

Die Produktion groferer Mengen der rekombinanten humAbs (100-200 mg) erfolgte in
transient transfizierten N. benthamiana-Pflanzen (Abschnitt 11.2.5.). Im Folgenden sind die
Ergebnisse der Reinigung der humAbs aus partikelfreien Rohextrakten mittels Protein-A-
Chromatographie exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 15: Chromatogramm einer reprisentativen Reinigung humaner Antikorper iiber Protein-A.
Fiir diese Affinitatschromatographie (I1.2.5.3.) wurden 3,3 L partikelfreier N. benthamiana-Rohextrakt (I11.2.5.2.)
mit einer Flussrate von 3,7 mL/min auf eine ,,Protein A, Hyper D* Keramiksdule von 20 mL geladen. Die
Elution des Antikdrpers, in diesem Fall humAbAMAJI, erfolgte mit 0,2 M Natriumzitrat (pH 2,5); das Eluat
wurde sofort mit 1 M Tris HCI (pH 9,0) neutralisiert. Der Proteingehalt wahrend der Chromatographie wurde
durch Messung der Extinktion bei 280 nm erfasst.

Die Proteinzusammensetzung der Fraktionen der aufgeschlossenen Blétter und der
Chromatographie wurde mithilfe von SDS-PAA Gelen und Western Blots untersucht
(Abschnitte I11.2.1.4. und 11.2.1.5.). Abbildung 16 zeigt ein reprisentatives Ergebnis solcher
Analysen. Unter reduzierenden Bedingungen zeigten sich im Coomassie-gefarbten Gel und
im Western Blot Banden von 50 kDa und 25 kDa, wobei das Signal bei 50 kDa einen
Doublettencharakter aufwies. Unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigten sich im Eluat
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sowohl im Coomassie-gefarbten Gel als auch im Western Blot Banden von mehr als 80 kDa
apparenter Masse. Eine analytische Gelfiltration (Abschnitt 11.2.5.4.) diente der
weitergehenden Untersuchung des Anteils von Antikdrpermultimeren, H,- (100 kDa), Hj:L-
(125 kDa) oder H,:L,- (150 kDa) Komplexen in den Elutionsfraktionen (Abbildung 17).

A B C D
M 12 3 456 M12 3 456 M1 23456 M1 2 3 45 6
175 175 & 175
80
o ot 80
58 : 58 5 . 58
46 A 46.~-~ pe
- 30 G 30
- 25 T 111 s

Abbildung 16: Coomassie-gefirbte SDS-PAA Gele (A, C) und Western Blots (B, D) nicht reduzierter (A,
B) und reduzierter (C, D) Fraktionen aufgearbeiteter N. benthamiana-Pflanzen und der Protein-A-
Chromatographie. Die Proteine der Fraktionen des aufbereiteten des Pflanzenextrakts (1-3) (I1.2.5.2.) und der
Protein-A-Chromatographie (4-6) (I11.2.5.3.) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (I1.2.1.4.) und fiir einen
anschlieBenden Western Blot auf Nitrozellulose iibertragen (I1.2.1.5.). Die Detektion schwerer und leichter
Ketten humaner IgG erfolgte mit AP-markiertem Antikorper (1:5000 Ziege anti-humanes IgG(H+L)). Die
Nitrozellulosemembranen wurden 5 min in NBT/BCIP entwickelt. M: GroBenstandard; 1: Filtrat nach Filtration
durch Gase; 2: Uberstand nach Zentrifugation; 3: partikelfreies Filtrat (0,45 um), das auf die Protein-A-
Chromatographiesdule geladen wurde; 4: Durchflussfraktion; 5: Waschfraktion; 6: Eluat. Das Eluat wurde so
verdiinnt, dass in jeder Tasche 6 ca. 2 pg IgG geladen wurden. Die Groflen der Referenzbanden in kDa sind in
roter Schrift angegeben.

[N

h

o
o

- a c
23 200
s E 150
< E 100
58 50
[t ]
0 _,/'\ — . .

5 10 15 20 25
Yolumen [mL]

Abbildung 17: Analytische Gelfiltration zur Bestimmung der Zusammensetzung der aus N. benthamiana
gereinigten Antikérper. Rekombinant exprimierter, mittels Protein-A-Chromatographie (I1.2.5.3.) gereinigter
humAb10.2 wurde mithilfe einer ,,Superdex 200 Gelfiltrationssdule von 22,23 mL mit einer Flussrate von
0,5 mL/min mit PBS aufgetrennt (I1.2.5.4.). Das Eluat wurde in 1 mL-Fraktionen aufgefangen und der
Proteingehalt durch Messung der Extinktion bei 280 nm bestimmt.

Es stellte sich heraus, dass bei den aus N. benthamiana gereinigten humAbs ca. 81% des
totalen Proteins 150 kDa grof8e Proteine (Abbildung 17b) waren. Multimere Proteine/
Proteinaggregate von iiber 150 kDa GroBe (a) stellten 17% dar; 2% der Proteine waren kleiner
als 150 kDa (c).

Die Ausbeute humaner Antikorper aus Pflanzen betrug durchschnittlich 60 mg je kg
Blattmaterial. Die Mittelwerte fiir humAb10.1, 10.2 und 10.3 waren 74,1 mg/kg, 58,4 mg/kg
bzw. 35,3 mg/kg. Die Ausbeute des humAbAMAT betrug 70,7 mg/kg.
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HumAb10.2 und humab10.3 wurden auBerdem aus den Zellkulturiiberstinden der
LCLs 5/E8 (humAb10.3) und 5/F6 (humAb10.2)* iiber Protein-A-Affinititschromatographie
gereinigt. Die Verldufe der Chromatogramme entsprachen jenen der Reinigungen humanen
IgGs aus  Pflanzenrohextrakten. Die  Integritit der  Antikérper und  die
Proteinzusammensetzung der Chromatographiefraktionen wurde wiederum mittels SDS-
PAGE und Western Blots untersucht (Abbildung 18). Hier zeigt sich in den Eluaten dasselbe
Bandenmuster wie bei den rekombinant produzierten humAbs. Aufgrund geringer Ausbeuten
entfiel bei den aus LCL Uberstinden gewonnenen Antikérpern die analytische Gelfiltration.
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Abbildung 18: Coomassie-gefirbte SDS-PAA Gele (A, C) und Western Blots (B, D) nicht reduzierter (A,
B) und reduzierter (C, D) Fraktionen der Protein-A-Chromatographie lymphoblastoider
Zellkulturiiberstinde. Die Proteine der Affinitdtschromatographiefraktionen (I1.2.5.3.) wurden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt (I1.2.1.4.) und fiir einen anschlieBenden Western Blot auf Nitrozellulose transferriert
(I1.2.1.5.). Die Detektion schwerer und leichter Ketten humanen IgGs erfolgte mit AP-markiertem Antikorper
(1:5000 Ziege anti-humanes [gG(H+L)). Die Nitrozellulosemembranen wurden 5 min in NBT/BCIP entwickelt.
M: GroBenstandard; 1: Patrikelfreier Zellkulturiiberstand; 2: Durchflussfraktion; 3: Waschfraktion; 4: Eluat. Das
Eluat wurde so verdiinnt, dass in jeder Tasche 4 ca. 1,25 pg IgG geladen wurden. Der Grof3enstandard in kDa ist
in roter Schrift angegeben.

Die Ausbeute humaner Antikdrper aus Uberstinden der lymphoblastoiden Zellen betrug im
Mittel 12,2 mg/L. Der Mittelwert fiir LCL 5/E8 entsprach 10,3 mg/L, jener fiir LCL 5/F6
15,1 mg/L.

I11.7. ELISA und Dotblots

I1I1.7.1. ELISA und Dotblots zur Spezifititsbestimmung der humanen monoklonalen
Antikorper

Um sicherzustellen, dass die rekombinanten, gereinigten humAbs funktional sind und um ihre
Spezifitit zu untersuchen, wurden Dotblots und ELISA durchgefiihrt. Abbildung 19 stellt die
Ergebnisse fir humAbl0.1, 10.2 und 10.3 dar. Es zeigte sich, dass humAbl0.1 und
humAb10.2 spezifisch fiir das erste EGF-Motiv des MSP10 sind, humAb10.3 hingegen fiir
das zweite EGF-Motiv des MSP10. HumAb10.1 erkannte MSP10-EGF1 im Dotblot nur sehr
schwach (Abbildung 19(A)). In einem ELISA mit denselben, fiir den Dotblot verwendeten,
nicht-reduzierten EGF-Motiven von MSP1, MSP8, MSP4 und MSP10 zeigte sich eine
starkere Reaktivitdit mit MSP10-EGF1, jedoch mit keinem der anderen EGF-Motive (nicht
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dargestellt). Die entsprechenden Uberstiinde der lymphoblastoiden Kulturen zeigten dieselben
Spezifititen (Abbildung 19(B)). Wurden die Antigene reduziert, wurden MSP10-EGF1 und
MSP10-EGF2 nicht mehr erkannt.
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Abbildung 19: Dotblot (A) und ELISA (B) zur Spezifititsbestimmung der MSP10-spezifischen humAbs.
(A) Fiir den Dotblot (I1.2.1.6.) wurden 100 ng verschiedener P. falciparum EGF-Motive (MSP1o-hiss, dsRed-
MSP8-EGF1, dsRed-MSP8-EGF2, dsRed-MSP4-EGF, dsRed-MSP10-EGF1, dsRed-MSP10-EGF2), 100 ng
dsRed oder 50 ng bis 1 pg multi-PfEGF-hiss auf eine Nitrozellulosemembran aufgebracht. Multi-PfEGF-hisg
wurde auBerdem reduziert und alkyliert und in denselben Mengen aufgetragen wie die native Variante.
Gereinigte humAb10.1, 10.2 und 10.3 wurden rekombinant in Tabak produziert und in Konzentrationen von 100
pg/mL, 50 ng/mL bzw. 1,4 pg/mL eingesetzt. Als Positivkontrolle wurde ein Serummix von vier ghanaischen
Spendern (0001, 0005, 0009, 0026) in 1:100 Verdiinnung (,immun‘) verwendet. Eine Mischung zweier
europdischer Spender wurde in derselben Verdiinnung eingesetzt (,naiv‘). Die Detektion erfolgte mit AP-
markiertem Antikorper (1:5000 Ziege anti-humanes IgG(H+L)) und NBT/ BCIP. (B) Fiir diesen ELISA
(I1.2.1.8.) wurden 60 ng jedes Antigens (dsRed-MSP10-EGF1, dsRed-MSP10-EGF2, multi-PfEGF-hiss oder
dsRed) in Népfe einer hochbindenden Mikrotiterplatte aufgebracht. Die in N. benthamiana produzierten,
gereinigten MSP10-spezifischen Antikorper wurden in Konzentrationen von 150 ug/mL (humAbl10.1), 1,5
pg/mL (humAb10.2) oder 3 pg/mL (humAbl10.3) eingesetzt. Uberstinde der lymphoblastoiden Zellen 5/F6
(humAb10.2) und 5/E8 (humAbl0.3) wurden unverdiinnt verwendet. Als Kontrolle wurde B Zellmedium
eingesetzt. Als Positivkontrolle (,immun‘) diente eine Mischung aus vier ghanaischen Seren (0001, 0005, 0009,
0026) in 1:200 Verdiinnung. Der Nachweis gebundenen IgGs erfolgte mit AP-markiertem Antikorper (1:5000
Ziege anti-humanes IgG(H+L)). Der ELISA wurde nach 15 min Entwicklungszeit ausgelesen. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen (Fehlerbalken) von Dreifachmessungen.

Zur Untersuchung der Interaktion des humAbAMA1 mit seinem Antigen wurde ein ELISA
mit nativem und reduziertem/ alkyliertem AMA1 3D7 durchgefiihrt. In Abbildung 20 wird
deutlich, dass humAbAMAL1 spezifisch fiir ein konformationelles Epitop ist. Im Serum des

Spenders 0010, aus welchem humAbAMAT1 stammt, lieBen sich ebenfalls IgG nachweisen,
die bevorzugt konformationelle Epitope des AMAT1 erkennen.
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Abbildung 20: ELISA zur Bestimmung der konformationellen Abhéngigkeit der AMAl:humAbAMA1-
Interaktion. Fiir diesen ELISA (I1.2.1.8.) wurden je Napf 50 ng natives AMA1 3D7 oder reduziertes/ alkyliertes
AMAL1 3D7 derselben Charge in hochbindende Mikrotiterplatten aufgebracht. Als Kontrollen dienten ein 1:100
verdiinnter ghanaischer Serummix (0001, 0005, 0009, 0026) (,immun‘) und eine Serummischung nicht
exponierter Spender (,naiv‘). Das Serum des Spenders 0010, aus welchem humAbAMA1 stammt, wurde 1:100
und 1:500 verdiinnt. HumAbAMAI1 aus frischem Pflanzenrohextrakt wurde 100- und 1000-fach verdiinnt
eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit einem IgG-spezifischen Antikorper (1:5000 Ziege anti-humanes 1gG(y)).
Die Extinktion bei 405 nm wurde nach 20 min ausgelesen. Die Extinktionswerte zweier Platten wurden mithilfe
der 1:100 verdiinnten Positivkontrolle normalisiert. Die Ursprungswerte dieser Kontrolle lagen bei 0,864 bzw.
1,096. Es handelt sich um Zweifachmessungen. Die Fehlerbalken stellen die jeweiligen Standardabweichungen
dar.

I11.7.2. Reaktivitiat ghanaischer Seren mit MSP10 und AMA1

Da im Rahmen dieser Arbeit humane monoklonale Antikorper isoliert wurden, die sich gegen
die P. falciparum-Proteine MSP10 und AMAI richten, interessierte gerade bei diesen
Antigenen der Grad der Erkennung durch Antikorper (IgG) der Seren ghanaischer Spender.**
Abbildung 21 gibt die Reaktivitidt gegen das erste und das zweite EGF-Motiv des MSP10
wieder, welche als dsRed-Fusionsproteine produziert wurden.

In einem ELISA mit dsRed wurde auerdem tiiberpriift, dass die Seren nicht mit dsRed
kreuzreagierten.*> Es wird deutlich, dass das erste EGF des MSP10 durch IgG im Serum von
elf Spendern erkannt wurde, das zweite EGF von acht. Fiinf der 31 Seren erkannten beide
Motive (Spender 0006, 0007, 0009, 0013 und 0022). Um die konformationelle Abhingigkeit
der Erkennung der EGF-Motive durch die ghanaischen IgG zu adressieren, wurde E25T
reduziert und alkyliert und erneut in einem ELISA mit 13 ghanaischen Seren (0002, 0004,
0005, 0006, 0007, 0009, 0013, 0016, 0018, 0020, 0022, 0023, 0026) getestet. Im Durchschnitt
war die Reaktivitdt mit der reduzierten Variante um den Faktor 7,014 (+ 2,333) geringer.
Diese Diskrepanz war signifikant.*°
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Abbildung 21: Reaktivitit der ghanaischen Seren der Spender 0001-00031 gegen die EGF-Motive des
PfMSP10. Fiir diesen ELISA (I1.2.1.8.) wurden 50 ng dsRed-MSP10-EGF1 (A) oder dsRed-MSP10-EGF2 (B)
je Napf einer hochbindenden Mikrotiterplatte aufgetragen. Als Positivkontrolle diente ein Mix (,immun®) aus
vier ghanaischen Seren (0001, 0005, 0009, 00026). Als Negativkontrolle wurde eine Mischung aus zwei Seren
europdischer Spender genutzt (,naiv). Die Seren der 31 Spender wurden in Verdiinnungen von 1:100 und 1:500
in PBS aufgetragen. Als Nachweisantikorper wurde ein AP-markierter Antikdrper (Ziege anti-humanes IgG
(Fcy)) in 1:5000 Verdinnung ecingesetzt. Alle Messungen wurden im Dreifachansatz gemessen. Die
Extinktionswerte bei 405 nm wurden nach 30 min ausgelesen. Da die Tests mit mehreren Platten durchgefiihrt
werden mussten, wurden alle Werte gegen die der entsprechenden Positivkontrolle normalisiert. Die
Originalwerte der Extinktionen lagen bei dieser Kontrolle um 0,9 bei dsRed-MSP10-EGF1 um 0,6 bei dsRed-
MSP10-EGF2. Die Fehlerbalken stellen die Standardabweichungen der Dreifachmessungen dar. Die gestrichelte
Linie markiert den doppelten Wert der Extinktion der Negativkontrolle im jeweiligen Experiment. Die
durchgezogene schwarze Linie visualisiert die Mittelwerte der Negativkontrollen erhdht um den doppelten Wert
der entsprechenden Standardabweichung.

Abbildung 22 zeigt die Erkennung des AMA1 3D7 durch IgG aller 31 ghanaischen
Seren. Ein Anteil von 83,8% (26 von 31 Spendern) erkannten dieses Protein. Es wurde
auBerdem ein ELISA durchgefiihrt mit reduziertem/ alkyliertem AMA1 3D7 der gleichen
Charge, welches in derselben Menge aufgetragen wurde. Diese reduzierte Variante wurde
durchschnittlich um den Faktor 3,134 (+ 1,952) schlechter erkannt. Dieser Unterschied war
ebenfalls signifikant.*’
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Abbildung 22: Reaktivitit der ghanaischen Seren der Spender 0001-00031 gegen AMA1 3D7. Fiir diesen
ELISA (I1.2.1.8.) wurden 50 ng AMA1 3D7 je Napf einer hochbindenden Mikrotiterplatte verwendet. Die
Positivkontrolle (,immun*) setzte sich zusammen aus vier ghanaischen Seren (0001, 0005, 0009, 00026); als
Negativkontrolle wurde eine Mischung aus zwei Seren européischer Spender genutzt (,naiv‘). Die Seren der 31
Spender wurden 1:100 und 1:500 in PBS verdiinnt und im Dreifachansatz aufgetragen. Zum Nachweis diente ein
AP-markierter Antikorper (Ziege anti-humanes IgG (Fcy)) in 1:5000 Verdiinnung. Die Extinktionswerte bei 405
nm wurden nach 20 min ausgelesen. Die Werte aller Platten wurden gegen die der entsprechenden
Positivkontrolle normalisiert. Die Originalwerte der Extinktionen lagen bei dieser Kontrolle um 1,0. Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichungen der Dreifachbestimmungen dar. Die gestrichelte Linie dient als
Markierung des doppelten Werts der Extinktion der Negativkontrolle. Die durchgezogene schwarze Linie
visualisiert den Mittelwert der Negativkontrolle erhéht um den doppelten Wert der entsprechenden
Standardabweichung.

I11.8. Immunfluoreszenzmikroskopie

Um sicherzustellen, dass die generierten humAbs nicht nur die rekombinanten Antigene
erkennen, sondern auch ihre natiirlich exprimierten Pendants, AMA1 und MSP10, wurden
Immunfluoreszenzaufnahmen mit Schizonten und Merozoiten angefertigt (Abschnitt
I1.2.1.10.). Hierzu wurden mit Methanol fixierte Parasiten mit einer Kombination aus je
einem der vier humAbs, murinem anti-MSP4-EGF Antikorper und Hoechst geférbt.
Abbildung 23 gibt die Ergebnisse exemplarisch wieder.

Kontrollexperimente ohne Primérantikorper oder mit in Pflanzen exprimiertem
humAb 2G12 als Isotypkontrolle zeigten nach Inkubation mit den Nachweisantikdrpern
(Ziege anti-humanes IgG(H+L) Cy3 und Ziege anti-murines IgG(H+L) Alexa488) eine
vernachldssigbare Hintergrundfluoreszenz.
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A MSP10 Durchlicht Zusammenfiihrung

Durchlicht

Durchlicht Zusammenfiihrung

Abbildung 23: Indirekte konfokale Fluoreszenzmikroskopie von P. falciparum 3D7 Schizonten und
Merozoiten. Fiir diese Immunfluoreszenzaufnahmen wurden mit Methanol fixierte Schizonten (A, B) und
Merozoiten (C) verwendet (I1.2.1.10.). Die Farbung von MSP4 erfolgte mit murinem anti-MSP4-EGF
Antikorper 2.44 (20 pg/mL) (griin) und jene von DNS mit Hoechst (blau). Die Farbungen von (A) MSP10
wurden mit rekombinantem humAb10.13 (10 pg/mL) (rot) bzw. von (B) AMAl mit rekombinantem
humAbAMA1 (5pug/mL) (B, C) (rot) durchgefiihrt. Murine und humane Antikérper wurden mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern (1:1000 Ziege anti-humanes IgG(H+L) Cy3 und 1:100 Ziege anti-murines
IgG(H+L) Alexa488) detektiert. Die Aufnahmen wurden mit einem Leica TCS SP8 X Konfokalmikroskop bei
630-facher VergroBerung aufgenommen. Mal3stabsbalken entsprechen 5 pm Lénge.

I11.9. Oberﬂiichenplasmonresonanzmessungen48
I11.9.1. Affinititen natiirlich und rekombinant exprimierter humaner Antikorper

In Abschnitt I11.7.1. wurde dargestellt, dass humAb10.1, 10.2 und 10.3 die EGF-Motive des
MSPI10 erkennen und humAbAMAL1 spezifisch fir AMAL ist. Es interessierte auflerdem,
welchen  Bindungskinetiken  die  Interaktionen  gehorchen.  Hierzu  wurden
Oberfldchenplasmonresonanzmessungen durchgefiihrt (Abschnitt 11.2.1.9.). Im Falle der
MSP10-spezifischen humAbs wurde multi-PfEGF-hisg verwendet; fiir humAbAMA1 wurden
verschiedene rekombinant exprimierte AMA1-Varianten (DiCo 1, 2, 3, 3D7, FCR-3 und
HB3)* genutzt. Tabelle 15 sind die Kennwerte der Kinetiken der MSP10-spezifischen
humAbs, welche natiirlich und rekombinant exprimiert wurden, zu entnehmen.

Die schwichste Affinitit zeigte humAb10.1 mit einem Kp-Wert von 9,27 x 107 M. Im
Vergleich zu humAb10.2, der dieselbe schwere Kette triagt, jedoch die authentische Paarung
von schwerer und leichter Kette besitzt, war diese Bindungsstirke des humAb10.1 um den
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Faktor 170 geringer als die des rekombinanten humAbl10.2 (Kp = 5,46 x 10° M). Die
Affinitdten von natiirlich und rekombinant exprimiertem humAb10.2 unterschieden sich nur
marginal um den Faktor 1,2. Dieser Unterschied schien nicht signifikant. Die Affinitdten des
in LCLs und in Tabak produzierten humAb10.3 jedoch unterschieden sich etwa um den
Faktor 7. Wahrend der von den transformierten B Zellen sezernierte einen Kp-Wert von
8,01 x 10" M (£ 1,60 x 10"° M) aufwies, zeigte der in N. benthamiana produzierte
humAb10.3 einen entsprechenden Wert von 539x 10°M (+ 1,48 x 10° M). Dieser
Unterschied erwies sich in einem zweiseitigen t-Test als signifikant (p < 0,05).

Tabelle 15: Assoziations-, Dissoziations- und Affinititskonstanten der MSP10-spezifischen humAbs. Fiir
diese kinetischen Oberflachenplasmonresonanzmessungen (I1.2.1.9.) wurden die Antikdrper mithilfe eines
Protein-A-Chips gefangen (100-180 RU). Zur Bestimmung der Assoziationskonstanten wurde multi-PfEGF-hisg
in Konzentrationen von 0,1 bis 540 nM mit einer Flussrate von 30 pL/min fiir 180 sec injiziert. AnschlieBend
wurde zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten fiir 600 sec HBS-EP Puffer injiziert. Fiir diese Messungen
wurde ein Biacore T200 Gerit verwendet. Die Auswertung erfolgte mithilfe des Programms ,,BIAEval 4.0,

Expressionssystem Ka [M'1 sec'l] Kq [sec'l] Kp [M]
humAb10.1 | N. benthamiana 443x 10° 4,11x10°  9,27x 107
. 3 3 9
humAb10.2 N. benthamiana 5,31 x 105 2,90 x 10_3 5,46 x 10_9
LCL 5/F6 4,46 x 10 295x10°  6,62x 10
N benthami Messung I 3,23 x 10° 1,40x 10°  4,34x 107
. obenthamiana
Messung 2 1,41 x 10’ 9,05x 10°  6,44x 10"
humAb10.3 ; - -
e Messung |~ 528 x 10 3.63x 107 6,88x 10
Messung2 2,70 x 10° 2,48x10"  9,19x107°

HumAbAMAI1 erkannte alle sechs getesteten AMAIl-Varianten — sowohl die
natiirlichen als auch die synthetischen Konstrukte, AMA1 DiCol, 2 und 3, welche die
Polymorphismen des AMA1 abdecken sollen (REMARQUE et al., 2008a). AMA1 3D7
wurde am stirksten gebunden (1,88 x 10710 M; k, = 698 x 10° M sec'l;
ke=1,31x 10" sec™); die Affinititskonstanten (Kp) fir AMA1 HB3, DiCo 1 und DiCo 2
waren mit 1,21 - 4,78 x 10® M um Faktoren von 174, 254 bzw. 64 geringer. Fiir AMAI
FCR-3 und DiCo 3 konnten keine Kp-Werte bestimmt werden. Abbildung 24 gibt alle
Kinetiken wieder.
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Abbildung 24: Oberflichenplasmonresonanzmessungen mit humAbAMA1 und AMA1 3D7, FCR-3, HB3
und DiCo 1, 2 und 3. Fiir diese SPR Analyse (I1.2.1.9.) wurde rekombinanter, gereinigter humAbAMA1 auf
einem Protein-A-Chip gefangen (85-95 RU). AMAI 3D7 (A), AMA1 FCR-3 (B) und AMA1 HB3 (C) wurden
in Konzentrationen von 50 bis 3200 nM fiir 180 sec injiziert. AMA1 DiCo 1 (D), DiCo 2 (E) und DiCo 3 (F)
wurden in Konzentrationen von 0,03 bis 600 nM fiir 180 sec injiziert. Die Oberflichen wurde anschliefend fiir
420 sec mit HBS-EP zur Bestimmung der Dissoziationskonstanten gewaschen. Es wurde ein Biacore T200 Gerit
verwendet. Die Auswertung erfolgte mithilfe des Programms ,,BIAEval 4.0“. Fiir die FCR-3-Variante und
AMALI1 DiCo 3 (B, F) konnten keine k,- und ky-Werte bestimmt werden.

I11.9.2. Kompetitionsmessungen

Es interessierte aufBlerdem, ob humAbAMAI1l ein Epitop mit den bekannten AMAI-
spezifischen inhibitorischen Antikorpern 1F9 oder 4G2 teilt. Hierzu wurden
Oberflachenplasmonresonanzmessungen mit einem regenerierbaren Chip durchgefiihrt,
welcher mit mAb1D7 funktionalisiert ist (Abschnitt 11.2.1.9.). Dieser monoklonale Antikorper
erkennt ein Epitop des AMA1, welches weit von dessen hydrophober Bindungsfurche entfernt
liegt. Wie Abbildung 25 zu entnehmen ist, erkannte mAb1F9 nach vorheriger Injektion von
humAbAMAT1 sein Epitop auf AMAI nicht mehr (Zyklus 5 und 7). HumAbAMAT1 und
mAb4G2 schienen jedoch nicht zu konkurrieren (Zyklus 6), denn sie konnten gleichzeitig
binden.

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob humAbAMA1 und RON2 bzgl. der Bindung an
AMAI1 konkurrieren. Hierzu wurde AMAI1 3D7 in unterschiedlichen Verhédltnissen mit
RON2spl inkubiert, einem Peptid, das dem Teil des RON2 entspricht, der in der hydrophoben
Tasche des AMA1 bindet (VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012). HumAbAMA1 wurde
iber einen Protein-A-Chip immobilisiert und die Bindung der AMA1:RON2spl-Komplexe
an humAbAMAI analysiert. Abbildung 26 zeigt deutlich, dass humAbAMA1 sein Epitop
umso schlechter erkennt, je grofer die Menge des bei der Vorabinkubation eingesetzten
RON2spl. HmAbAMAT1 und RON2 konkurrieren um die Bindung an AMAL.
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Abbildung 25: Kompetitionsmessungen mit AMA1 3D7, humAbAMA1, mAb1F9 und mAb4G2. Fiir diese
Oberflachenplasmonresonanzmessung (I1.2.1.9.) wurde AMA1 3D7 iiber eine regenerierbare Oberfliche
gefangen, welche mit einen monoklonalen Antikdrper (1D7) funktionalisiert ist. Mab1D7 erkennt AMAI an
einem Epitop fernab der hydrophoben Bindungsfurche des AMA1 und konkurriert nicht mit mAb1F9 und
mAb4G2. Nach der Injektion und der Bindung des AMA1 (1750 RU) wurde entweder kein Antikdrper (Zyklus
1), die zu testenden Antikorper einzeln (Zyklen 2-4, 8, 9) oder nacheinander (Zyklen 5-7) injiziert. Nach jedem
Zyklus wurde der Chip regeneriert. Diese Oberflichenplasmon-resonanzmessungen wurden an einer T200

Biacore durchgefiihrt. Die Zyklusnummern (1-9) sind kursiv geschrieben.
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Abbildung 26: Kompetitionsmessung mit AMA1 3D7, RON2sp1 Peptid und humAbAMAL. Fiir diese SPR
Messung (11.2.1.9.) wurde AMA1 3D7 mit einem Peptid inkubiert, welches jenem Teil des RON2 entspricht,
welcher in der hydrophoben Bindungstasche des AMAL1 bindet (vgl. VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012).
AMA1 und RON2spl wurden in verschiedenen Verhidltnissen gemischt wund vor der
Oberflachenplasmonresonanzmessung eine Stunde lang inkubiert. Fiir jeden Datenpunkt wurde zunéchst
humAbAMAL1 iiber einen Protein-A-funktionalisierten Chip gefangen (400 RU) und schlieBlich die
AMAT1:RON2spl-Komplexe injiziert. Diese Analyse wurde an einem T200 Biacore Gerét durchgefiihrt und

mithilfe der Software ,,BIAEval 4.0 ausgewertet.
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II1.10. Wachstumsinhibitionstests

Um sich einen Einblick zu verschaffen, inwiefern die vier isolierten humanen Antikérper zum
protektiven Immunglobulinrepertoire beitragen, wurden in vitro Wachstumsinhibitionstests
mit verschiedenen P. falciparum-Stémmen durchgefiihrt (Abschnitt 11.2.2.11.).

I11.10.1. Inhibition durch MSP10-spezifische Antikorper humAb10.1, 10.2 und 10.3

Es zeigte sich bei jedem der drei Antikorper eine konzentrationsabhéngige Hemmung, jedoch
wurde in keinem Wachstumsinhibitionstests eine Inhibition von 100% mit den MSP10-
spezifischen humAbs erreicht. Abbildung 27 stellt die Inhibition des P. falciparum-Stammes
3D7 in Abhéngigkeit der rekombinanten MSP10-spezifischen IgG humAb10.1, 10.2 bzw.
10.3 dar.
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Abbildung 27: Wachstumsinhibitionstest rekombinant exprimierter MSP10-spezifischer humAbs mit
P. falciparum 3D7. Fir diese Wachstumsinhibitionstests (I11.2.2.11.) wurde P. falciparum 3D7 dreimalig mit
Sorbit synchronisiert und im Schizontenstadium mit 0,4% Parasitdmie in 2% Hkt eingesetzt. HumAb10.1, 10.2
und 10.3 waren rekombinant in N. benthamiana produziert, liber Protein-A-Chromatographie gereinigt und in
RPMI 1640 mit 25 mM Hepes iiberfithrt worden. Die final eingesetzten Konzentrationen waren 15, 10, 5, 2,5,
1,25 und 0,65 mg/mL. Als Positiv- und Negativkontrollen des Tests wurde polyklonales IgG von mit AMA1
immunisierter Kaninchen (BG98) und nicht immunisierter Kaninchen verwendet (je 6 mg/mL). Als
Negativkontrolle fiir rekombinantes humanes IgG wurde gereinigter Antikdrper 2G12 (10 mg/mL) verwendet.
Die Platten wurden nach zwei Tagen geerntet. Die Proliferation der Parasiten wurde iiber die pLDH-Aktivitét,
d.h. die Entstehung des Farbstoffs NBF quantifiziert. Hierzu wurde die Extinktion bei 655 nm nach 30 min
ausgelesen. Die Inhibitionswerte wurden bestimmt wie folgt: % Inhibition = 100 x [Egss um (Probe) - Egss nm
(RBK)] / [E¢ss5 nm (Schizonten) - Egss nn (RBK)]. Der Wert der BG98-Kontrolle lag bei 99,6% (£ 1,8%); die
Werte der Negativkontrollen betrugen -3,2% (+ 12,6%) (IgG nicht immunisierter Kaninchen) und -0,6% (+
2,4%) (2G12).

Es wurden mehrere unabhédngige Experimente mit unterschiedlichen Chargen gereinigten
IgGs durchgefiihrt. Fiir humAbl10.1 lag die maximale Inhibition bei 73,28% (+ 0,00%) mit
10 mg/mL, jene fir humAbl0.2 bei 58,69% (£ 1,68%) bei 10 mg/mL und jene des
humADb10.3 bei 58,54% (+ 3,05%) bei 15 mg/mL. Tabelle 16 fasst die ermittelten ECso-Werte
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fir den Stamm 3D7 zusammen. Die Fidhigkeit der MSP10-spezifischen humAbs
P. falciparum in vitro zu inhibieren, wurde aullerdem mit zwei weiteren Stimmen, HB3 und
Dd2, untersucht. Hier zeigte sich eine maximale Hemmung von 38,91% bei Stamm HB3 mit
humADb10.1. Tabelle 17 gibt dariiber einen Uberblick.

Tabelle 16: Zusammenfassung der Kennwerte der Wachstumsinhibition des P. falciparum 3D7 durch
humAb10.1, 10.2 und 10.3. Die dargestellten Werte basieren auf den in Abbildung 27 veranschaulichten Dosis-
Wirkungskurven der humAbl0.1, 10.2 bzw. 10.3. Die ECs,-Werte wurden anhand der mit
Wachstumsinhibitionstests (I1.2.2.11.) ermittelten Dosis-Wirkungskurven bestimmt. Fiir Konzentrationsangaben
in uM wurde ein Molekulargewicht von 150 kDa angenommen. Die Datenanalyse erfolgte mit dem Programm
,»QGraphPad Prism* und dessen Algorithmus ,,log(agonist) vs. normalized response*.

Antikoérper humAb10.1 humAb10.2 humAb10.3
ECs 4,133 mg/mL (27,6 uM) 6,862 mg/mL (45,7 uM) 9,467 mg/mL (63,1 uM)
95% Konfidenzintervall 2,580 - 6,620 mg/mL 5,457 - 8,628 mg/mL 5,456 - 16,43 mg/mL

Tabelle 17: Inhibition der P. falciparum-Staimme HB3 und Dd2 durch humAb10.1, 10.2 und 10.3. Fiir diese
Wachstumsinhibitionstests (I1.2.2.11.) wurden alle Stimme dreimal synchronisiert und mit einer Parasitdmie von
0,4% im Schizontenstadium eingesetzt. Die Kulturen wurden nach zwei Tagen Inkubationszeit geerntet. Die
Quantifizierung der Proliferation in jedem Napf erfolgte mithilfe der pLDH-Aktivitit. Die Bildung des NBF
wurde nach 30 min durch Messung der Extinktion bei 655 nm ausgelesen. Die Inhibitionswerte wurden
folgendermafBen berechnet: % Inhibition = 100 x [Egss ym (Probe) - Egss ym (RBK)] / [Egss nm (Schizonten) - Egss
(RBK)]. Es sind Mittelwerte und entsprechende Standardabweichungen (in Klammern) von
Dreifachbestimmungen angegeben.

Antikérper humAb10.1 humAb10.2 humAb10.3
Stamm 2,5 mg/mL 10 mg/mL 2,5 mg/mL 10 mg/mL 2,5 mg/mL 10 mg/mL
3D7 38,03% 73,28% 33,90% 58,69% 36,32% 41,73%
(£2,58%) (+ 0,00%) (*2,11%) (= 1,68%) (+4,51%) (= 3,01%)
HB3 9,88% 38,91% 4,00% 38,35% 5,78% 29,36%
(£ 0,71%) (= 0,46%) (+4,39%) (*2,33%) (= 1,34%) (*3,95%)
Dd2 5,17% 33,29% 3,32% 27,32% 0% 20,43%

(£ 1,43%)  (£4.93%)  (£2,49%)  (£0,70%)  (£0,35%)  (£0,92%)

I11.10.2. Inhibition durch humAbAMA1

HumAbAMAL1 zeigte bei allen getesteten P. falciparum-Stammen eine konzentrations-
abhédngige Inhibition, die jeweiligen Dosis-Wirkungskurven unterschieden sich jedoch.
Abbildung 28 veranschaulicht exemplarisch die Hemmung von P. falciparum 3D7, K1 und
W2mef. Die starkste Inhibition durch humAbAMA1 erfuhr Stamm 3D7 mit einem ECso-Wert
von 34,8 ug/mL. Mit 100 pg/mL war dieser Stamm bereits vollstindig im Wachstum
gehemmt. Wie aus Tabelle 18 hervorgeht, bewegten sich K1, FCR-3 und HB3 mit ECs-
Werten zwischen 120 und 250 pug/mL mit Mittelfeld. Die Stimme Dd2 und W2mef, welche
sehr nah miteinander verwandt sind (GUINET et al, 1996), wurden erst bei einer
Konzentration von ca. 3,8 mg/mL halbmaximal inhibiert.
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Abbildung 28: Wachstumsinhibition der P. falciparum Stimme 3D7, K1 und W2mef durch
humAbAMAL. Sieben, fiinf und drei Tage vor Ansetzen der Wachstumsinhibitionstests (I1.2.2.11.) wurden
P. falciparum 3D7, K1 und W2mef synchronisiert und mit einer Parasitimien von 0,5% eingesetzt.
HumAbAMA1 wurde rekombinant in N. benthamiana hergestellt, iiber Protein-A-Chromatographie gereinigt
und in MCM iiberfiihrt. Als Positiv- und Negativkontrollen des Tests wurde polyklonales IgG aus mit AMA1
immunisierter Kaninchen (BG98) und nicht immunisierter Kaninchen genutzt. Als Negativkontrolle fiir
rekombinantes humanes IgG wurde gereinigter Antikorper 2G12 verwendet. Nach zwei Tagen wurden die
Platten geerntet. Die Proliferation der Parasiten wurde {iiber ihre pLDH-Aktivitdt quantifiziert. Die
Inhibitionswerte wurden wie folgt berechnet: % Inhibition = 100 x [Egss ym (Probe) - Egss nm (RBK)] / [Egs5 nm
(Schizonten) - Egs . (RBK)]. Die Datenpunkte und Fehlerbalken stellen Mittelwerte bzw.
Standardabweichungen von Dreifachmessungen dar. Die Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm
,»GraphPad Prism“ und dessen Algorithmus ,log(agonist) vs. normalized response”. Die Werte der BG98-
Kontrollen lag bei 93,6% (3D7), 101,9% (K1) und 91,2% (W2mef). Die Werte der Kontrolle mit IgG nicht
immunisierter Kaninchen betrugen 1,84% (3D7), 11,4% (K1) und 21,4% (W2mef). Die Negativkontrollen mit
IgG 2G12 zeigten Inhibitionswerte von 3,1% (3D7), 4,0% (K1) bzw. -3,7% (W2mef).

Tabelle 18: EC5-Werte des humAbAMAL1 bei P. falciparum 3D7, K1, FCR-3, HB3, Dd2 und W2mef. Die
Stimme wurden sieben, fiinf und drei Tage vor Ansetzen der Wachstumsinhibitionstests (I1.2.2.11.)
synchronisiert und im Schizontenstadium mit einer Parasitimie von 0,5% (3D7, K1, W2mef, Dd2, HB3) bzw.
0,8% (FCR-3) eingesetzt. Nach zwei Tagen wurden die Platten geerntet. Das Wachstum der Parasiten wurde
iiber die pLDH-Aktivitdt bestimmt. Fiir Konzentrationsangaben in nM und uM wurde ein Molekulargewicht des
Volllangenantikdrpers von 150 kDa angenommen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm
,»QGraphPad Prism“ und dessen Funktion ,,log(agonist) vs. normalized response®.

Stamm 3D7 K1 FCR-3 HB3 Dd2 W2mef
ECs 34,9 ug/mL 132,77 pg/mL  264,7 pg/mL. 189,0 pg/mL 3,80 mg/mL 3,86 mg/mL
(233,67 nM) (884,67 nM) (1,76 uM) (1,26 uM) (25,33 uM) (25,73 uM)
95% Konfidenz- 29,37-43,84 112,7-1564 1948-359,7 151,5-235,7 3,00-4,81 2,40 - 6,20
intervall png/mL pg/mL pg/mL pg/mL mg/mL mg/mL
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I11.10.3. Synergismusuntersuchungen

In den vorangegangenen Abschnitten wurde deutlich, dass Stamm 3D7 sowohl von
humAbl10.1 als auch von humAbAMAL1 inhibiert wird. Um synergistische Effekte der
isolierten humanen Antikdrper zu untersuchen, bot es sich daher an, eine Kombination von
humAb10.1 und humAbAMA1 zu verwenden. Hierzu wurden diese IgG sowohl einzeln als
auch in fiinf verschiedenen ECso(humAb10.1):ECso(humAbAMA1)-Verhiltnissen eingesetzt.
In einem 50%-Isolobologramm ldsst sich der Unterschied zwischen erwarteter Inhibition bei
LOEWE-Additivitdit und derjenigen Hemmung, die tatsdchlich mit den Kombinationen
beobachtet werden, darstellen (GRECO et al., 1995; WILLIAMS et al., 2012). In Abbildung
29 ist das entsprechende 50%-Isobologramm fiir P. falciparum bei Einsatz von humAbAMA 1
und humAbl10.1 veranschaulicht. Anhand der Trendlinie ldsst sich das sog. HEWLETTs §
bestimmen, welches ein Mal} fiir die Synergie ist. Gemd3l WILLIAMS et al. (2012) ist
§ =0ON/0OM, wobei Punkt O der Ursprung ist, Punkt N der Schnittpunkt von LOEWE-
Additivitétslinie und Ursprungsgerade und Punkt M der Schnittpunkt von Trendlinie und
Ursprungsgerade. Fiir humAbAMAT1 und humAb10.1 ergibt sich fiir § ein Wert von 1,5625,
da § = (2 x 50%) / V(2 x 32%). Falls § > I deutet dies auf einen synergistischen Effekt hin; je
grofler S, desto stiarker der synergistische Effekt (WILLIAMS et al., 2012).
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Abbildung 29: 50%-Isobologramm der Inhibition des P. falciparum-Stamms 3D7 durch Kombination von
humAb10.1 und humAbAMAL. P. falciparum wurde dreimalig synchronisiert und mit einer Parasitimie von
0,5% im Schizontenstadium eingesetzt. HumAb10.1 und humAbAMA1 wurden sowohl einzeln als auch in ECs,
(humAbl10.1) : ECsy (humAbAMAI1) Verhiltnissen von 1,07:1,00; 1,60:1,00; 4,27:1,00; 1,00:1,87 bzw.
1,00:3,75 verwendet. Nach zweitdgiger Inkubation wurden die Platten geerntet. Die parasitire Proliferation
wurde tiber die Aktivitit der pLDH tiiber die Entstehung des Farbstoffs NBF quantifiziert. Hierzu wurde die
Extinktion bei 655 nm nach 30 min ausgelesen. Die Inhibitionswerte wurden folgendermafen berechnet:
% Inhibition = 100 x [E655 nm (PrObe) - E655 nm (RBK)] / [E655 nm (SChiZOHtCn) - E655 am (RBK)] Die LOEWE-
Additivitétslinie stellt jene 50%-Isobole dar, die zu erwarten wire, wiirden die Antikorper einen reinen additiven
Effekt haben. Die Ursprungsgerade dient der Veranschaulichung des Abstands der LOEWE-Additivitdtslinie von
der beobachteten 50%-Isobole der humAb10.1/ humAbAMA1 Kombinationen. Je groBer dieser Abstand und je
kleiner der Abstand zum Ursprung, desto stirker der synergistische Effekt. Das BestimmtheitsmaB R* als
GiitemaR der Trendlinie der tatsdchlichen 50%-Isobole betragt 0,913.
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II1.11. Vergleich der AMA1-Sequenzen

Um einen Uberblick dariiber zu erhalten, inwiefern sich die verschiedenen AMA1-Allele
voneinander und von den rekombinanten AMA1-Varianten DiCo 1, 2 und 3 unterscheiden,
wurde ein Alignment durchgefiihrt. Abbildung 30 stellt das Ergebnis dieses
Sequenzvergleichs dar.
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Abbildung 30: Vergleiche verschiedener P. falciparum AMAIl-Sequenzen. Cysteinreste, die an
Disulfidbriicken beteiligt sind, sind griin nummeriert. Solche Reste, welche die hydrophobe Bindungstasche
bilden (COLEY et al., 2007), mit der die hydrophobe Helix des RON2 gebunden wird, sind mit schwarzen
Punkten markiert. Violette Dreiecke markieren hochpolymorphe Reste (BAI ef al., 2005; DUAN et al., 2008).
Aminoséurereste, die kritisch fiir die Interaktion des Antikorpers 1F9 mit AMAI1 sind (COLEY et al., 2007),
sind mit Sternen (orange) gekennzeichnet. Reste, welche an der Bindung durch mAb4G2 beteiligt sind
(PIZARRO et al., 2005; COLLINS et al., 2007), sind mit roten Sternen kenntlich gemacht. Griine Dreiecke
kennzeichnen jene drei Aminoséurereste, in denen sich das W2mef/Dd2-Allel des AMALI sehr stark von allen
anderen hier dargestellten Sequenzen unterscheidet. Jene fiinf Aminosaurereste, die die Bindungstasche des
Argininrests 2041 des RON2 bilden (VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012), sind mit Pfeilen markiert. Die
Sekundarstrukturinformation (PDB Eintrag 2Q8A (Kette A)) wurde mithilfe der Werkzeuge auf
http://espript.ibcp.fr auf das Alignment der AMA1-Sequenzen iibertragen. Die Sequenzen wurden bezogen von
http://www.uniprot.org (FVO (Q9TY48), K1 (Q25749), HB3 (Q25747), FCR-3 (P50490), Dd2 (B2LUXS)) und
aus den Publikationen von HEALER et al. (2004) fiir AMA1 W2mef und von REMARQUE et al. (2008a) fiir
»Diversity Covering® (DiCo) AMA1-Sequenzen 1, 2 und 3. T: Turns; B: B-Strdnge; a: a-Helices; n: 3o-Helices.
Doméne I und Domiéne II gemdf HODDER ef al. (1996) sind markiert.
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IV. Diskussion
IV.1. EBV Transformation
IV.1.1. Optimierung der EBV Transformation

Bei den Untersuchungen der EBV Transformationsbedingungen (Abschnitt 11.2.2.4.) mittels
Vitalfarbung und konfokaler Fluoreszenzmikroskopie (Opera System) sowie mithilfe der
Messung humaner IgG Konzentrationen in den Zellkulturiiberstinden zeigten verschiedene
Parameter einen positiven Einfluss.

IV.1.1.1. Medien, CpG ODN 2006 und holo-Transferrin

In Bezug auf die Transformationsrate gab es zwischen DMEM- und RPMI 1640-basiertem
Medium keinen Unterschied, sofern keine Zusdtze, CpG ODN 2006 oder holo-Transferrin,
hinzugegeben wurden (Abbildung 10(A)). Bei Zugabe von CpG ODN 2006 wies DMEM
jedoch signifikant hohere Transformationsraten auf. Holo-Transferrin zeigte in keinem der
getesteten Medien einen nachweisbaren Einfluss auf die Transformationseffizienz. Weshalb
DMEM-basiertes RPMI 1640-basiertem Medium {iberlegen ist, wenn CpG ODN 2006
hinzugegeben wird, kann nur vermutet werden. Die Zusammensetzungen von DMEM und
RPMI 1640 unterscheiden sich stark, wenngleich beide als Vollmedien zu bezeichnen sind.
DMEM ist in Bezug auf viele Komponenten reichhaltiger und konnte deshalb fiir bessere
Wachstumsbedingungen gesorgt haben.’® Eine weitere Erklirungsmoglichkeit liegt darin,
dass bestimmte Aminosduren, wie Asparagin, Glycin, Serin, Prolin und Threonin, vor
bestimmtem zelluldrem Stress schiitzen konnen, der sich andernfalls negativ auf die
Proliferation auswirken kann (DEZENGOTITA et al., 2002). Proliferierende B Zellen haben
auBerdem einen erhohten Bedarf an Glukose (HOLLEY et al., 2013), allerdings unterscheiden
sich die beiden verwendeten Medien nicht in deren Konzentration.

Beziiglich der Mengen sezernierten IgGs im Zellkulturiiberstand zeichnete sich ab,
dass die lymphoblastoiden Zellen in DMEM mit 1,1 -3,5 mg/L insgesamt mehr IgG
sezernierten als in RPMI 1640 mit jeweils unter 0,5 mg/L (Abbildung 10(B)). Hier konnte der
hohere Gehalt vieler Aminosduren im DMEM zum Tragen gekommen sein.’’ Neben der
Beobachtung, dass sich DMEM positiv auf die IgG Sekretion auswirkte, zeigte sich in diesem
Medium auBlerdem ein positiver Einfluss, wenn CpG ODN 2006 und holo-Transferrin einzeln
oder in Kombination verwendet wurden. Die Beobachtung, dass CpG ODN 2006 die
Proliferation der B Zellen anregt, ist konform mit dem Befund von TRAGGIALI et al. (2004).
Auch dass CpG ODN 2006 die Antikdrpersekretion stimulieren kann, ist bekannt (CHU et al.,
2000). CpG ODN 2006 ist ein TLR9-Ligand und polyklonaler B Zellaktivator
(BERNASCONI et al., 2002), vermag jedoch dariiber hinaus auch auf Monozyten und
T Zellen zu wirken (BAUER et al., 1999). Folglich konnte sich CpG ODN 2006 sowohl
direkt auf B Zellen als auch indirekt positiv auf Proliferation und Antikorpersekretion der
lymphoblastoiden Zellen ausgewirkt haben.
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Holo-Transferrin ist ein Transportprotein, welches Fe’"-Ionen zu binden vermag
(CRICHTON und CHARLOTEAUX-WAUTERS, 1987). Es wird haufig Zellkulturmedien
zugesetzt, um eine bessere Eisenversorgung zu gewihrleisten. In serumfreiem Medium kann
Transferrin die Proliferation etablierter lymphoblastoider Zellreihen (GORDON et al., 1984;
SHAW et al., 1988) und die Antikorpersekretion muriner Hybridomzellen (ZHANG et al.,
2012) unterstiitzen. Dass humanes holo-Transferrin auch die Antikorpersekretion frisch
etablierter lymphoblastoider Zellen in serumhaltigem Medium unterstiitzt, erscheint daher
plausibel, wurde jedoch noch nicht publiziert.

Wie bei CpG ODN 2006 so kann bei holo-Transferrin angenommen werden, dass
dieses auch auf indirektem Wege — iiber T Zellen, NK Zellen, Monozyten/ Makrophagen oder
einer Kombination aus den genannten Zelltypen — seine positive Wirkung auf die
Transformationsrate und Antikorpersekretion der transformierten B Zellen entfalten kdnnte.

IV.1.1.2. Versorgerzellen Kasumi-1 und DG-75

Beziiglich der Versorgerzellen zeigten Kasumi-1 und DG-75 Zellen einen positiven Einfluss
auf die Transformationsrate (Abbildung 11(A)), allerdings sezernierten die in Gegenwart von
DG-75 gebildeten Zellaggregate kein IgG (Abbildung 11(B)). Versorgerzellen kénnen die
Transformationseffizienz positiv beeinflussen, indem sie Zell-Zell-Kontakte vermitteln
(TIEBOUT et al., 1987) und 16sliche, parakrin wirkende Faktoren abgeben (DIRMEIER et
al., 2003). Kasumi-1 Zellen wurden urspriinglich aus einem Patienten mit Akuter Myeloischer
Leukédmie isoliert (ASOU et al., 1991); DG-75 Zellen stammen aus einem Patienten mit
Burkitt Lymphom (BEN-BASSAT et al., 1977). Bei beiden Zelllinien sind grundsétzlich
beide Arten des stimulierenden Einflusses denkbar. In einem Vorabexperiment wurde
festgestellt, dass konditioniertes Medium von Kasumi-1 Zellen, d.h. 16sliche Faktoren, einen
positiven Einfluss auf die EBV-bedingte Transformationsrate haben, konditioniertes Medium
von DG-75 Zellen jedoch nicht.”? Zwar scheinen daher in erster Linie Zell-Zell-Kontakte fiir
das Transformationsergebnis mit DG-75 verantwortlich, ein zusétzlicher Einfluss von
direkten Zell-Zell-Interaktionen zwischen Kasumi-1 Zellen und PBMCs kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden.

Interessant ist die Beobachtung, dass DG-75 Zellen als Versorgerzellen zwar die
Bildung vitaler Zellaggregate fordern, jedoch kein humanes IgG im Uberstand detektiert wird
(Abbildung 11). Erklérbar ist dies damit, dass DG-75 entweder nicht nur die Proliferation von
B Zellen sondern von weiteren Zelltypen stimulieren und/ oder die B Zellen bei Verwendung
dieser Versorgerzellen lediglich kein IgG sezernieren.”

Neben Kasumi-1 und DG-75 Zellen wurden weitere humane, bestrahlte Zelllinien auf
ihre Eignung als Versorgerzellen getestet: Jurkat (Akute Lymphoblastische T Zellleukdmie),
Raji und Ramos (Burkitt Lymphom) sowie U-937 (Histiozytdres Lymphom). Hierbei zeigte
sich jeweils ein negativer Effekt auf die Transformationseffizienz (nicht dargestellt). Dies
spricht dafiir, dass nicht die bloe Tatsache ausreicht, dass andere (humane) Zellen vorhanden
sind, sondern, dass es erwartungsgemill auf die Qualitdt der Signale der Versorgerzellen
ankommt. Welcher Art diese Signale sind, bedarf weiterer Untersuchungen. In der Literatur
finden sich auBlerdem keine Studien, die sich Kasumi-1, DG-75, Raji, Ramos oder U-937
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Zellen als Versorgerzellen bei EBV Transformationen zunutze machten. Daher konnen die
hier beobachteten Transformationsraten nicht vor dem Hintergrund der Ergebnisse anderer
Forschergruppen reflektiert werden.

IV.1.2. EBV Transformation von B Lymphozyten semi-immuner Spender

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass — gemil3 der Ergebnisse der Optimierungsversuche —
DMEM-basiertes Medium mit holo-Transferrin (80 ng/mL), CpG ODN 2006 (2,5 pg/mL),
Cyclosporin A (2 pg/mL), 15,6% (V/V) B95-8 Uberstand und 200.000 bestrahlten Kasumi-1
Versorgerzellen am geeignetsten erschien, wurde dementsprechend versucht B Zellen semi-
immuner Spender zu transformieren. Es stellte sich heraus, dass dies insofern nicht
zielfiihrend war, als keine der generierten lymphoblastoiden Zellkulturen spezifische
Antikérper im Uberstand aufwies.

Fiir diese Beobachtung gibt es verschiedene Erkldrungsmoglichkeiten. Zum einen
handelte es sich bei den Optimierungsexperimenten um Modellversuche, d.h. es wurden
frische PBMCs zur Transformation verwendet. Es wére nicht angebracht gewesen die PBMCs
semi-immuner Spender zu Optimierungszwecken zu nutzen. Stattdessen hétten eingefrorene
PBMCs eines europdischen Spenders Verwendung finden konnen. Es bestand jedoch kaum
Grund anzunehmen, dass kryokonservierte PBMCs grundsétzlich schlechter zu
transformieren seien als frische, da dies regelmaBig durchgefiihrt wird (vgl. SIMMONS et al.,
2007; BONSIGNORI et al., 2011; STUBBS et al., 2011; DI ZENZO et al., 2012). Diese
Annahme wurde bestitigt, denn die lymphoblastoiden Kulturen, die mit PBMCs semi-
immuner Spender erzeugt wurden, wiesen Zellaggregate auf, die denen der vergleichbaren
Optimierungstransformation dhnlich waren.

Ein weiterer Grund, weshalb diese Zellkulturen keine spezifischen Antikorper
sezernierten, ist zum anderen darin zu finden, dass die EBV Transformation ein stochastischer
Prozess ist. Nicht alle B Zellen werden infiziert (SUGIMOTO et al., 2004) und nicht in allen
infizierten B Zellen etabliert sich eine Latenz. Es kann ein lytischer Zyklus initiiert werden,
sodass die betroffenen Zellen verloren gehen. Des Weiteren ist die transformierte
B Zellpopulation, die latent infiziert ist, wiederum sehr heterogen in Bezug auf Proliferation,
Antikorpersekretion und Lebensdauer. Folglich kann es zu Selektionseffekten kommen, bei
denen wiederum Zellen aus der Population verschwinden und sich solche Zellen durchsetzen,
die keine Antikorper sezernieren. Fiihrt man sich nun vor diesem Hintergrund vor Augen,
dass der Anteil der fiir ein bestimmtes Antigen spezifischen Gedédchtnis B Zellen bei nur 0,06-
0,16% der peripheren B Lymphozyten* liegen wird, so wird klar, dass die Wahrscheinlichkeit
spezifische LCLs zu erhalten umso geringer ist, je mehr unspezifische B Zellen zusammen
mit den spezifischen B Zellen transformiert werden.

Eine Moglichkeit, dieser Problematik zu begegnen, ist die durchflusszytometrische
Anreicherung antigenspezifischer IgG™ / CD22" B Zellen vor der Transformation mit
fluoreszenzmarkierten Antigenen. Diese Herangehensweise war zielfiihrend, da nun immerhin
4,44% der Kulturen bei der in Maastricht bzw. 8,05% in Aachen durchgefiihrten EBV
Transformation spezifische Antikorper im Zellkulturiiberstand zeigten. Bisher wurde die
durchflusszytometrische Anreicherung spezifischer B Zellen vor der EBV Transformation
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noch nicht beschrieben oder publiziert. STUBBS et al. (2011) transformierten IgG" / CD22"
B Zellen nigerianischer Spender mit dem Ziel Antikorper zu generieren. Sie erhielten 10.752
lymphoblastoide Kulturen, von denen 16 Kulturen (0,15% von 10.752) die gewiinschten
MSP2-spezifischen IgG sezernierten. BONSIGNORI und Kollegen (2011) transformierten ca.
30.000 Gedichtnis B Zellen (3.750 Kulturen) einer HIV-positiven tansanischen Frau und
fanden in vier Kulturen (0,11% von 3.750) IgG, welches sich wie gewiinscht gegen das
V2/V3 Epitop des HIV-1 gpl120 Protein richtete. SIMMONS et al. (2007) setzten IgG' /
CD22" B Zellen von vier vietnamesischen Spendern ein, um Antikorper zu erhalten, die
H5NI1 Influenzaviren erkennen. Von 11.000 lymphoblastoiden Kulturiiberstinden zeigten 15
(0,13% wvon 11.000) neutralisierende Aktivitit gegen HSNI Influenzaviren. Diese
Prozentsétze von 0,11-0,15% sind um einen Faktor 29 bis 73 geringer als die mit 4,44% und
8,05% erreichten Anteile mit antigenspezifisch sortierten B Zellen. Es ldsst sich zwar
argumentieren, dass die Zellkulturiiberstinde in der vorliegenden Arbeit mit mehr als einem
Antigen getestet wurden, jedoch koénnen die Unterschiede nicht alleine darauf beruhen.’
Somit léasst sich abschlieend festhalten, dass die EBV Transformation (im engeren Sinne)
mit vorheriger Anreicherung der antigenspezifischen B Lymphozyten — zumindest in Bezug
auf den Anteil an Kulturen, die spezifische Antikorper sezernieren — als effizienter zu
bezeichnen ist im Vergleich zu Transformationen, bei denen die gesamte IgG" / CD22"
B Zellpopulation eingesetzt wird.

IV.2. Untersuchung der Klonalitiat lymphoblastoider Zellkulturen

Zur Analyse der Klonalitéit der erzeugten lymphoblastoiden Zellreihen dienten Spektratyping
PCRs. Bei den in Maastricht transformierten Zellen des Spenders 0013 waren zwei Fiinftel
der Kulturen nach sieben Wochen monoklonal, die iibrigen zeigten vier bis sieben Klone. Vor
dem Hintergrund der Publikationen von RYAN et al. (2006) und FRAUSSEN et al. (2010)
erscheint dieses Ergebnis plausibel. FRAUSSEN et al. (2010) fanden, dass ihre
lymphoblastoiden Kulturen, die mit durchflusszytometrisch sortierten IgG" / CD22" B Zellen
erzeugt worden waren, zu 70% monoklonal und zu 30% biklonal zu sein schienen.’® RYAN
et al. (2006) untersuchten die Entwicklung des Klonalititsgrades von frisch etablierten
lymphoblastoiden Zellreihen, die mit PBMCs generiert worden waren, iiber einen Zeitraum
von acht Wochen. Die polyklonalen Kulturen entwickelten sich hier sukzessive zu
oligoklonalen Kulturen mit drei bis zehn Klonen (RYAN et al., 2006, Abbildung 1).

Die Spektratyping PCRs der LCLs der in Aachen durchgefiihrten EBV Transformation
zeigten entweder keine Amplikons oder solche, die auf monoklonale oder triklonale Kulturen
hinwiesen. Dass teilweise keine Produkte bei der Spektratyping PCR zu beobachten waren,
kann mehrere Griinde haben. Zum einen kdnnte man argumentieren, die cDNS-Synthese sei
suboptimal verlaufen. Dies kann jedoch nicht auf alle getesteten Zellkulturen zutreffen, denn
aus den meisten, die bei der Spektratypinganalyse keine mRNS von Antikérpern zu enthalten
schienen, wurden variable Bereiche gesichert. Dies traf auch fiir Kultur 1/E4 zu, aus der
humAbAMAT1 und eine weitere Vy-Sequenz eines IgG isoliert wurde. Es erscheint vielmehr
so, als sei der Anteil der cDNS der schweren Ketten zu gering”’ und/ oder als seien die
degenerierten Primersdtze der Spektratyping PCRs suboptimal zur Vervielfdltigung
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affinitétsgereifter variabler Regionen. Dies vor allem deswegen wahrscheinlich, da viele der
im Rahmen dieser Arbeit mit dem Primersatz von TILLER (TILLER et al., 2008) gesicherten
V-Regionen Mutationen in den Geriistregionen oder gar in der Verbindungsregion (Jy-
Region) trugen, in der der FAM-markierte Riickwértsprimer binden soll. Auch RYAN et al.
(2006) machten drauf aufmerksam, dass somatische Mutationen mit der Anlagerung der
Spektratyping Primer beeintrachtigen kdnnen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Fragmentanalyse zu Zwecken der
Bestimmung der Klonalitdt lymphoblastoider Zellkulturen nur geeignet erscheint, wenn (1)
ausreichend genomische DNS oder cDNS der Immunglobulinketten in die PCR eingesetzt
werden konnen — so wie im Fall der expandierten lymphoblastoiden Zelllinien 5/E8 und 5/F6
—und (2) wenn die Geriistregionen und die Jy-Region nicht zu stark mutiert sind.

IV.3. Sicherung der variablen Bereiche der humanen Antikorper aus lymphoblastoiden
Zellreihen

Aus den in Maastricht transformierten Zellen des Spenders 0013 wurden neun Vy-Sequenzen
gesichert, von denen eine auf ein V-Gensegment der Vy1-Familie (11,1%) und jeweils vier auf
V-Gensegmente der Vi3- (44,4%) bzw. Vy4-Familie (44,4%) zuriickgingen (vgl. Tabelle 21).
Bei den zwolf aus Spender 0010 generierten Vpy-Sequenzen basierten drei auf V-
Gensegmenten der Vyl-Familie (25,0%), vier auf V-Gensegmenten der Vy3- (33,3%) und
fiinf variable Bereiche auf Gensegmenten der Vy4-Familie (41,7%) (vgl. Tabelle 23). Als
Mal} der Giite der Amplifikation humaner variabler Inmunglobulindonménen sollen hier jene
Sequenzabschnitte der schweren Ketten dienen, welche auf die Vy-Gensegmente
zuriickgehen.

Von den sieben humanen Vy-Gensegmentfamilien (Vyl bis Vy7) tragen jene der
Vy2-, Vy6- und Vy7-Familien nur selten zu funktionalen Antikérpern / B Zellrezeptoren bei
(SHI et al., 2014). Die Vyl-, V43- und Vy4-Familien besitzen die meisten funktionalen V-
Gensegmente (PRITSCH et al., 1999) und die Mehrzahl der schweren Immunglobulinketten
der B Zellen des peripheren Bluts basieren auf Vyl-, Vi3- und Vy4-Gensegmenten (RAO et
al., 1999). Insofern erscheinen die beobachteten Anteile der Vy-Sequenzen der gesicherten
variablen Bereiche plausibel und lassen kaum Grund zur Annahme, dass der verwendete
Primersatz oder die Amplifizierungsstrategie dazu fiihrten, dass Vy-Sequenzen -einer
bestimmten Familie bevorzugt oder gar nicht vervielféltigt wiirden. Der Stichprobenumfang
ist mit neun und zwdlf Vy-Sequenzen jedoch zu klein, um eine aussagekriftige statistische
Analyse durchfiihren und folgern zu kdnnen, welche Amplifizierungsstrategie — sei es mit
Primermischungen oder einzelnen Primerpaaren — besser geeignet ist. Eine weitergehende
Effizienzbetrachtung der PCR und der Ausbeute an geeigneten, zu anti-plasmodialen
Antikorpern gehorenden variablen Regionen, findet sich im folgenden Kapitel.
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IV 4. Identifikation anti-plasmodialer humaner Antikorper und Effizienzbetrachtung

Bei der testweisen Expression zeigte sich, dass vier der Kombinationen von schweren und
leichten Ketten plasmodiale Antigene erkannten. Drei waren spezifisch fiir MSP10, eine
spezifisch fiir AMAL.

In Bezug auf die initiale Menge transformierter spezifischer IgG" / CD22"
B Lymphozyten von 4.869 Zellen bei der Transformation in Maastricht und von 14.048
Zellen bei der Transformation in Aachen ergeben sich Ausbeuten von 0,0616% bzw.
0,0071%. Diese Prozentsitze erscheinen gering, sind jedoch vergleichbar mit jenen von
BARFOD et al. (2007), SIMMONS et al. (2007), BONSIGNORI et al. (2011) und CORTI et
al. (2013) mit 0,0014%, 0,0046%, 0,0139% bzw. 0,0263%.58 Diese Gruppen isolierten
humAbs gegen PfFVAR2CSA, H5N1 Influenzaviren, HIV-1 und Paramyxoviren mittels EBV
Transformation von B Zellpopulationen, die nicht antigenspezifisch sortiert worden waren.
Andere Techniken, die kein EBV nutzen, sondern auf einer kurzzeitigen Stimulation von
B Zellen mit konditioniertem Medium und mitogenstimulierten humanen T Zellen
(WALKER et al., 2009) oder mit IL-2- und IL-21-haltigem Medium und 3T3-msCD40L
Versorgerzellen (HUANG et al., 2012) beruhen, erzielten dhnliche Ausbeuten von 0,0066%
(WALKER et al., 2009) und 0,0030% (HUANG et al., 2012). Auch hier waren die B Zellen
nicht antigenspezifisch sortiert worden. Man sollte erwarten, dass bei vorheriger
Anreicherung der spezifischen Zellen eine hohere Effizienz erzielt werden konnte, als wenn
alle B Zellen — spezifische sowie unspezifische — eingesetzt werden. Auf den Ausgang einer
EBV Transformation und die Ausbeute an antigenspezifischen Antikorpern haben
verschiedene Parameter Einfluss. Vier hiervon sollen hier beleuchtet werden. (1) Zunéichst
wird die Qualitdt der PBMCs oder des Gewebes, aus dem die B Zellen stammen, eine Rolle
spielen. Es ist anzunehmen, dass frisch entnommene Zellen besser zu transformieren sind als
kryokonservierte, so wie die im Rahmen der vorliegenden Arbeit genutzten Zellen. (2) Eine
weitere EinflussgroBBe ist der Prozentsatz spezifischer B Zellen. Bei einer gerade erst
abgeklungenen Infektion bspw. mit SARS- oder Influenzaviren wird der Anteil der B Zellen
von Interesse moglicherweise grofer sein (vgl. TRAGGIALI et al., 2004; CORTI et al., 2010a)
als wenn eine symptomatische Phase der Krankheit, gegen welche Antikorper gefunden
werden sollen, mehrere Jahre zuriicklag. Im Fall der afrikanischen Spender, deren B Zellen im
Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, war eine Anforderung jene, dass sie zwei Jahre
keine klinischen Anzeichen einer Malaria gezeigt haben durften. Die Frequenz AMAI-
spezifischer B Zellen — bezogen auf alle Gedidchtnis B Zellen des peripheren Bluts — semi-
immuner Spender kann bei lediglich 0,03-0,05% liegen (TRAORE et al., 2009). (3) Wie
bereits in Abschnitt IV.1.2. erldutert, ist die EBV Transformation eine Methode, die sehr vom
Zufall und von Selektionseffekten bestimmt ist. Die Tatsache, dass 4,44% bzw. 8,05% der
Kulturen spezifische Antikorper sezernierten (vgl. Abschnitte II1.1.3. und 1V.1.2)),
verdeutlicht dies.”” ® SchlieBlich werden nicht alle Zellen latent infiziert und transformierte
Zellen, die keine Antikdrper produzieren, haben einen Selektionsvorteil, da sie mehr Energie-
und Nihrstoffressourcen fiir die Zellteilung zur Verfiigung haben. (4) Der vierte Punkt ist in
der Effizienz der PCRs und der Eignung des Primersatzes zur Sicherung der variablen
Regionen zu suchen. Dieser Aspekt wurde bereits im vorangegangenen Kapitel angesprochen.
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In Bezug auf die Zugehorigkeit der gesicherten Vy-Regionen zu den V-Gensegmentfamilien
Vyl - V7 lieB sich kein Unterschied zwischen der Methode mit Primermischungen und jener
mit Primerpaaren feststellen (vgl. Abschnitt IV.3.). Ein weiterer Unterschied bei der
Herangehensweise zur Sicherung variabler Bereiche lag darin, die in Aachen transformierten
Zellen nicht zu expandieren, sondern direkt zur cDNS-Synthese zu verwenden. Die
zugrundeliegende Uberlegung war hier, dass bei der in Maastricht durchgefiihrten EBV
Transformation und der sich anschlieBenden Expansion lediglich aus 2 von 90 Kulturen anti-
plasmodiale Antikorper gesichert werden konnten. Neben der Gefahr, dass LCLs die
Antikorpersekretion einstellen und die entsprechende mRNS nicht mehr gesichert werden
kann, ist auBerdem bekannt, dass EBV eine Vielzahl von nachteiligen Effekten auf die
infizierten Zellen haben kann. Darunter findet sich — neben chromosomalen Aberrationen
(COUNTER et al., 1994; KATAOKA et al, 1997) — auch die Aktivierung der AID
(,,Activation-Induced Cytidine Deaminase*) (KOMORI et al., 2006; LASKOV et al., 2011).
Somit ist bei langerer Kultivierung auch das Risiko gegeben, dass in variablen Bereichen
weitere Punktmutationen eingefiihrt werden, die in frithzeitigen Stopkodons oder kritischen
Verdanderungen in Gerlistregionen und CDRs resultieren konnen. Der Verzicht auf die
Expansion transformierter Zellen und die zeitnahe cDNS-Synthese erschienen daher sinnvoll.
Trotzdem wurde aus den in Aachen transformierten 149 Kulturen nur aus einer Kultur ein
anti-plasmodialer Antikdrper generiert. Daher kann nicht geschlussfolgert werden, dass es in
Bezug auf die Ausbeute gewiinschter Antikorper effizienter war (a) die cDNS friihzeitig zu
sichern und (b) Oligonukleotidpaare statt -mischungen des verwendeten Primersatzes zu
nutzen.®' Eine weitere Erklirungsmoglichkeit fiir die Ausbeuten anti-plasmodialer Antikdrper
von 0,0616% bzw. 0,0071% konnte im Primersatz selbst liegen. Wie unter Abschnitt IV.2.
dargelegt, sind frisch transformierte Kulturen, die auf 50 Ursprungszellen zuriickgehen, nach
wenigen Wochen mono- bis heptaklonal. Man sollte daher annehmen, je eine bis sieben
variable Regionen schwerer und leichter Ketten je Kultur identifizieren zu konnen. Jedoch
wurde — trotz separat eingesetzter Primerpaare in der ersten PCR — héufig nur eine Vy-
Sequenz isoliert. Die Anzahl der Vi -Sequenzen iiberstieg in einigen Féllen die Anzahl derer
der schweren Ketten (vgl. Tabellen 21 bis 24). Dies ist ein Hinweis darauf, dass insbesondere
der Satz an Oligonukleotiden zur Sicherung der Vy-Regionen Optimierungspotential birgt.
Der Primersatz von TILLER (TILLER et al., 2008) war bereits fiir die Sicherung der
variablen Bereiche aus den Zellen der zweiten EBV Transformation (Spender 0010) um
17 Vy-spezifische und 7 V,-spezifische Oligonukleotide erweitert worden (vgl. Tabelle 6).
Dariiber hinaus konnten weitere Primer verwendet werden, wie z.B. solche von SBLATTERO
und BRADBURY (1998), CORONELLA et al. (2000) und WEITKAMP et al. (2003).

IV.5. Vergleich der affinitiitsgereiften Antikorper mit ihren nicht mutierten Vorliufern

Die Vergleiche der kodierenden Sequenzen der variablen Bereiche der isolierten Antikorper

mit ihren jeweiligen nicht affinitétsgereiften Vorldufersequenzen zeigten, dass die Vp-
Regionen der Antikorper humAb10.2, humAbl10.3 und humAbAMA1 auf der DNS-Ebene
mindestens 43, 59 bzw. 39 Basenaustausche erfahren haben miissen (Tabelle 14).%
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Affinitatsgereifte humane Antikorper weisen durchschnittlich 15-20 somatische Mutationen
in ihren assemblierten Vpy-Regionen auf (TILLER et al, 2007), wéhrend
hochaffinitdtsgereifte, hochpotente Antikdrper 40-100 Mutationen in ihrem Vy-Bereich tragen
konnen (KLEIN et al., 2013). Daher sind humAb10.2, humAb10.3 und humAbAMAL als
hochaffinititsgereift einzustufen. Die erforderliche Zeit, die die Affinitdtsreifung dieser
Antikorper in vivo in Anspruch genommen haben wird, ldsst sich anhand der Anzahl der
Mutationen approximieren. Es kann angenommen werden, dass eine erfolgreiche
Affinititsreifung in vivo mit 20 bzw. 30 produktiven Aminosduremutationen in der V- bzw.
in der Vy-Region mindestens vier Jahre dauert (DORIA-ROSE et al., 2014).% Somit ergeben
sich fiir humAb10.2 > 2.4 - 3,2 Jahre, fiir humAb10.3 > 3,2 - 4 Jahre und fiir humAbAMA[1
>2-2,4 Jahre.

Bei der Gegeniiberstellung der Aminosédureabfolgen der Vy-Regionen der Antikorper
humAb10.3 und humAbAMAT1 und der entsprechenden nicht affinitdtsgereiften Vorlaufer
zeigten sich besonders viele Mutationen in der Geriistregion 3 (Abbildung 14). Dies erscheint
zundchst kontraintuitiv. Wahrend der somatischen Hypermutation in den Keimzentren,
welche zufillig und ungerichtet ist, konnen zwar in der gesamten Sequenz der variablen
Bereiche der schweren und leichten Immunglobulinketten Mutationen eingefiihrt werden.
Jedoch fithren Aminosdureaustausche in den Geriistregionen als strukturgebenden Elementen
héufiger zur Destabilisierung des BCR und konnen zum Verlust der dazugehorigen B Zelle
fiihren (RAJEWSKY, 1996); folglich hidufen sich Mutationen, die in Aminosadureaustauschen
resultieren, vornehmlich in den CDRs und ermdglichen somit eine Affinititsreifung des
Paratops. Allerdings sind einige humane monoklonale Antikorper bekannt, die gerade in den
Gerlistregionen solche Mutationen tragen, welche kritisch fiir die Bindungsfunktion sind.
Insbesondere hochpotente HIV-1-spezifische Antikorper, sogenannte bnAbs (,,broadly
neutralizing antibodies®), wie humAbs 2G12, VRCO1, NIH45-46, PGT128 und PG16 weisen
solche Eigenschaften auf (CALARESE et al., 2003; DISKIN et al., 2011; ZHOU et al., 2010;
PEJCHAL et al., 2010; KLEIN et al., 2013). Den Geriistregionen der variablen Bereiche
kommen nicht nur strukturgebende Funktionen zu, sondern diese konnen aullerdem (1) selbst
an der Bindung des Epitops beteiligt sein, (2) die Ausrichtung der CDR-Schleifen zueinander
beeinflussen und (3) fiir eine erhdhte Flexibilitdt sorgen, sodass verschiedene, sich dhnelnde
Epitope erkannt werden konnen (KLEIN et al., 2013). Die Beobachtung, dass in den V-
Regionen der Antikdrper humAbl0.3 und humAbAMAI auBerdem ein bzw. zwei
Prolinylrest(e) gegen Leucyl-, Serinyl- bzw. Glutamylreste in vivo ausgetauscht wurden
(Abbildung 14), spricht fiir eine erhohte Flexibilitit dieser affinitdtsgereiften Antikorper.
Diese Frage konnte beantwortet werden (1) durch Riickmutation zur jeweiligen
urspriinglichen Seitenkette und der Analyse der Bindungseigenschaften der Mutanten und/
oder (2) durch die Strukturaufklirung der Fab-Regionen der humAb10.3 und humAbAMAL.

74



IV. Diskussion

IV.6. Expression und Reinigung humaner Antikorper

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten humanen anti-plasmodialen Antikérper wurden
mittels Protein-A-Chromatographie sowohl aus Zellkulturiiberstinden als auch aus
Rohextrakten transient transfizierter N. benthamiana-Pflanzen gereinigt (Abschnitt IIL.6.).
Wie in Abbildungen 16 und 18 ersichtlich wird, waren die Antikorper intakt und frei von
kontaminierenden Proteinen. Unter reduzierenden Bedingungen zeigten sich in Eluaten bei
Coomassie-gefarbten PAA-Gelen und in entsprechenden Western Blots Banden von 50 kDa
und 25 kDa apparenter Masse (Abbildung 16). Die Banden bei 50 kDa, welche schweren
Immunglobulinketten entsprechen, zeigten einen Doublettencharakter. Diese Ergebnisse
sprechen dafiir, dass intakte IgG gereinigt wurden, deren schwere Ketten glykosyliert waren.
Die in N. benthamiana produzierten Antikorper enthielten kein KDEL-Etikett (ein ER-
Retentionssignal) (vgl. VITALE wund DENECKE, 1999) und konnten daher
Endoplasmatisches Retikulum (ER) und Golgi-Apparat durchlaufen, um dort mit komplexen
Glykanen posttranslational modifiziert zu werden. In Eukaryoten kann die im Golgi-Apparat
angebrachte Glykosylierung sehr heterogen sein (LEROUGE et al., 1998; HELENIUS und
AEBI, 2001) und folglich kann dies in Proteinen unterschiedlicher Masse resultieren. Ein
Lektinblot konnte genauere Auskunft dariiber geben, welche Art von Glykanen oder
terminalen Zuckergruppen die schwere Kette tridgt. Unter nicht reduzierenden Bedingungen
waren in den Eluaten mehrere Banden von mehr als 80 kDa in Coomassie-gefarbten Gelen
und in Western Blots sichtbar. Da diese nur auf die 25 kDa und 50 kDa grofen schweren (H)
und leichten (L) Ketten zurlickgehen konnten, konnte es sich dabei um H,- (100 kDa), H,:L-
(125 kDa) oder Hj:L,- (150 kDa) Komplexe (vgl. GIRITCH et al., 2006) oder Multimere mit
hoherer molekularer Masse als 150 kDa handeln. Dies wurde in einer analytischen
Gelfiltration untersucht (Abbildung 17), wobei sich zeigte, dass iiber 80% der eluierten
Antikorper die richtige Zusammensetzung hatten (H,:L,).

Die Ausbeute der rekombinant produzierten humAbs war mit 35,3-74,1 mg/kg
Blattmaterial ausreichend fiir den Einsatz in ELISA, SPR Messungen, IFA und
Wachstumsinhibitionstests. Der Ertrag der humAbs bei Expression in N. benthamiana liele
sich dennoch steigern; in der Literatur finden sich fiir transient in Tabak exprimierte
monoklonale Antikorper Ausbeuten von 50-760 mg/kg Blattmaterial (GIRITCH et al., 2006;
STRASSER et al., 2008; HUANG et al., 2010; VEZINA et al., 2009; BOTH et al., 2013).

Im Fall der lymphoblastoiden Zellkulturen konnten 10-15 mg Antikorper je Liter
Uberstand gewonnen werden. Zwar ist in der Literatur beschrieben, dass mit optimierten
Zellen, wie HEK 293-6E oder CHO Zellen Antikérperausbeuten von bis 150 mg/L (WEST et
al., 2010) bzw. bis zu 4,7 g/L oder gar 12,6 g/L erzielt werden konnen (WURM et al., 2004;
ZOUWENGA et al., 2010). Jedoch sollte man sich vor Augen fiihren, dass LCLs eher
murinen Hybridomen &hneln als Hochleistungszelllinien. Hybridome sezernieren in einfachen
Zellkulturflaschen 1-100 mg Antikorper je Liter Zellkulturiiberstand (NILSANG et al., 2007).
BUCHACHER et al. (1994) beobachteten bei humanen LCLs Ausbeuten von durchschnittlich
21,7 mg/L (= 11,1 mg/L). Die Ausbeuten der humAbl10.2 und 10.3 von 10-15 mg/L
erscheinen daher plausibel. Moglicherweise hétte die Ausbeute durch andere
Kultivierungsbedingungen gesteigert werden konnen, so z.B. mit DMEM-basiertem Medium
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(vgl. Abschnitte III.1.1.und IV.1.1.1.) und anderen Kulturgefalen. Jedoch war es nicht Ziel
der vorliegenden Arbeit oder des Malaria Projekts die Antikdrperausbeute der generierten
LCLs zu optimieren. Da mit dem gewihlten Funktionalititstest (GIA) lediglich die
Primarfunktion der Antikérper untersucht werden kann, sollten in Pflanzen exprimierte
humAbs solchen aus Saugetierzellen in Bezug auf die bloBe Neutralisation in nichts
nachstehen (vgl. Abschnitt 1.6.).

IV.7. ELISA und Dotblots

IV.7.1. ELISA und Dotblots zur Spezifititsbestimmung der humanen monoklonalen
Antikorper

Bei der Untersuchung der Spezifitdt der MSP10-spezifischen humAbs zeigte sich (Abbildung
19(A)), dass diese diskontinuierliche, d.h. konformationell abhdngige Epitope des ersten bzw.
des zweiten EGF-Motivs des MSP10 erkannten. Sie erkannten keine der anderen getesteten
EGF-Motive des MSP1, MSP4 oder MSP8 und erschienen somit sehr spezifisch fiir MSP10
zu sein. Die Tatsache, dass die rekombinant exprimierten humAbl10.1, 10.2 und 10.3 des
ghanaischen Spenders 0013 diskontinuierliche Epitope der EGF-Motive wiedererkennen,
erscheint vor Hintergrund der gedrungenen, kompakten Faltung der doppelten EGF-Doméne
des MSP10 (vgl. Abbildung 3) plausibel. Dariiber hinaus binden IgG aus Seren semi-immuner
Spender, welche plasmodiale EGF-Motive erkennen, auch vornehmlich konformationelle
Epitope (EGAN et al., 1995; WANG et al., 1999; BLACK et al., 2001; 2003).

Die Tatsache, dass die rekombinanten Antikdrper humAb10.2 und 10.3 dieselben
Reaktivititen zeigten wie die Kulturiiberstinde der lymphoblastoiden Zelllinien 5/E8
(humAb10.2) und 5/F6 (humAb10.3), aus denen sie entspringen, bestétigt, dass die korrekten
Vy- und V,-Sequenzen gesichert und kloniert wurden (Abbildung 19(B)). Interessant ist die
Beobachtung, dass die Kombination aus H5/F6:x5/E8 (humAbl0.1) dieselbe Spezifitit fiir
MSP10-EGF1 wie humAb10.2 (H5/F6:x5/F6) aufwies. Dies spricht dafiir, (1) dass hier die
schwere Immunglobulinkette mehr zu Spezifitdt und Bindung beitrdgt als die leichte Kette
und/ oder (2) dass die Paratop:Epitop-Interaktion tolerant gegeniiber dem Austausch der
leichten Kette ist. Die Affinitdit wurde durch diesen Austausch jedoch malgeblich in
Mitleidenschaft gezogen (vgl. Tabelle 15 und Abschnitt 1I1.9.1.). Schwere
Immunglobulinketten, im Besonderen deren CDRH2 und CDRH3, leisten in vielen
Antikorpern den grofiten Beitrag zur freien Bindungsenergie (ROBIN ef al, 2014,
Abbildung 4); insofern erscheint dieses Resultat plausibel. Im Gegensatz zu humAb10.1 und
humAb10.2, welche beide MSP10-EGF1 erkannten, verlor die Kombination H5/E8:k5/F6
(Abbildung 13(A)) génzlich ihre Spezifitit fiir MSP10-EGF2. Die leichte Kette des
humAb10.3 (H5/E8:k5/E8), welcher dieselbe schwere Kette trigt, scheint hier wichtiger zu
sein als jene bei humAb10.2.

Im Fall des humAbAMA1, welcher aus Spender 0010 stammt, stellte sich ebenfalls
heraus, dass dieser ein konformationelles Epitop erkannte (Abbildung 20). Auch das AMAI-
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spezifische Serum-IgG des Spenders 0010 band hauptséchlich diskontinuierliche Bereiche des
AMAL1. PfAMAI1 trédgt insgesamt acht Disulfidbriicken (HODDER et al., 1996); die meisten
AMA1-spezifischen Antikorper semi-immuner Spender erkennen ebenfalls konformationelle
Epitope (HODDER et al., 2001).

IV.7.2. Reaktivitit ghanaischer Seren mit MSP10 und AMA1

Um zu validieren, (1) ob die verwendeten rekombinanten plasmodialen Proteine richtig
gefaltet sind, (2) ob die ghanaischen Spender eine repriasentative Stichprobe darstellen und (3)
ob die generierten Antikorper repriasentativ sind fiir den IgG-Pool der semi-immunen
Spender, wurden die ghanaischen Seren auf Reaktivitit gegen MSP10-EGF, MSP10-EGF2
bzw. AMA1 3D7 — in nativer und reduzierter Form — getestet.

Da MSP10-EGF, MSP10-EGF2 und AMA1 3D7 von ghanaischen Seren erkannt
wurden, gibt es kaum Grund zur Annahme, dass die rekombinanten Antigene nicht ihre
natiirliche Konformation besdfen (Abbildungen 21 und 22).

Hinsichtlich der Reprisentativitdt der Gruppe der Spender ldsst sich festhalten, dass
die Tatsache, dass AMA1 3D7 durch mehr als vier Fiinftel der Seren wiedererkannt wurde
(Abbildung 22), im Einklang damit ist, dass die meisten semi-immunen Individuen AMA1-
spezifische Antikorper besitzen (THOMAS et al., 1994; POLLEY et al., 2004; CHELIMO et
al., 2005). Somit erscheint auch das Ergebnis, dass nicht einmal die Hélfte der 31 semi-
immunen Spender das erste oder das zweite EGF-Motiv des MSP10 erkannte (Abbildung 21),
plausibler. Die Beobachtung, dass die Reaktivitit gegen AMAI starker/ hdufiger ist als jene
gegen die EGF-Motive des MSP10 kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass MSP10-
spezifische Antikérper — im Gegensatz zu AMAI1-spezifischen — nicht notwendigerweise
essentiell sind, um eine protektive Immunantwort gegen P. falciparum aufzubauen/
aufrechtzuerhalten.®* Beziiglich der Hiufigkeit der Erkennung des PMSP10 durch Seren
semi-immuner Spender gibt es in der Literatur keine Vergleichsdaten. Bei MSP19 ist jedoch
bekannt, dass nicht alle exponierten Individuen Antikorper gegen dieses doppelte EGF-Motiv
aufweisen (TAYLOR et al., 1996). Auch das EGF-Motiv des MSP4 wurde nicht von allen
ghanaischen Seren (0001-0031) wiedererkannt.®

Die meisten MSP10- und AMA1-spezifischen IgG der ghanaischen Spender 0001-
0031 erkannten diskontinuierliche Determinanten ihrer Antigene (Abschnitt 111.7.2.). Dieser
Befund ist konform mit Ergebnissen von BLACK ef al. (2003) und HODDER et al. (2001).
Die Erkennung konformationeller Epitope des AMAI1 scheint auBerdem kritisch fiir eine
protektive Immunantwort (CREWTHER et al., 1996; ANDERS et al., 1998; CORTES et al.,
2005). Die Tatsache, dass alle im Rahmen dieser Arbeit generierten humanen Antikorper
ebenfalls kontinuierliche Epitope des MSP10 bzw. des AMA1 wiedererkennen, lésst
vermuten, dass humAbl0.2, humAbl0.3 und humAbAMA1 reprisentativ fiir das
Immunglobulinrepertoire der ghanaischen Spender sind.
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IV.8. Immunfluoreszenzmikroskopie

Um zu bestdtigen, dass die isolierten humAbs die natiirlichen, von Plasmodien exprimierten
Antigene  MSP10 bzw. AMAI1 erkennen, wurden Immunfluoreszenzaufnahmen von
Schizonten und Merozoiten aufgenommen. Hierbei zeigte sich bei den MSP10-spezifischen
humAbs eine Firbung, die mit einer Lokalisation an der &dufleren Membran der sich
entwickelnden Merozoiten vereinbar ist. Dies wird aullerdem dadurch unterstiitzt, dass die
Signale der MSP10- und MSP4-spezifischen Antikorper weitestgehend iibereinstimmen —
welches flir eine Kolokalisation von MSP4 und MSP10 spricht. Sowohl MSP4 als auch
MSP10 befinden sich an der Merozoitenoberfliche (MARSHALL et al., 1997; BLACK et al.,
2003). Die Immunfluoreszenzauftnahmen von BLACK et al. dhneln jenen der in Abbildung
23(A) gezeigten stark (BLACK et al., 2003, Abbildung 4(B)).

Bei der Farbung mit humAbAMAL zeigte sich sowohl in freien als auch in reifenden
Merozoiten ein starkes Signal am Ende eines jeden Merozoiten (Abbildung 23(B) und (C)).
Dies ist mit der charakteristischen apikalen Lokalisation des AMAI1 vereinbar. Dariiber
hinaus wiesen einige freie Merozoiten eine leichte Farbung der duleren Membran auf, welche
mit der Umverteilung von AMAI1 nach der Freisetzung der Merozoiten konform geht
(DUTTA et al, 2003). Die mit humAbAMA1 generierten Immunfluoreszenzaufnahmen
stimmen mit publizierten Daten iiberein (HODDER et al., 2001, Abbildung 1; DUTTA et al.,
2003, Abbildung 5).

Folglich kann angenommen werden, dass die generierten humAbs nicht nur ihre
jeweiligen rekombinant produzierten plasmodialen Antigene erkennen, sondern auch die
entsprechenden authentischen, von P. falciparum exprimierten Proteine.

IV.9. Affinititen natiirlich und rekombinant exprimierter humaner Antikorper
IV.9.1. Affinititen der MSP10-spezifischen Antikorper

Bei den Oberflichenplasmonresonanzmessungen zeigten die generierten MSP10-spezifischen
humAbs Affinititen zwischen 9,27 x 107 M und 6,88 x 10'° M (Tabelle 15). Bisher sind noch
keinerlei MSP10-spezifische monoklonale Antikérper beschrieben worden; dementsprechend
fehlen direkte Vergleichswerte zur Affinitdt. Anti-plasmodiale Antikérper mit anderen
Spezifititen, wie etwa gegen PfRhS5, MSP3 oder MSP1 jedoch zeigen dhnliche Kp-Werte
zwischen 2,0 x 10°* M und 3,0 x 10" M (LUNDQUIST et al., 2006; CHENG et al., 2007,
DOUGLAS et al., 2014). Generell wird angenommen, dass in vivo affinitéitsreifende
Antikdrper nur in Ausnahmefillen eine hohere Affinitit (Kp) als 10" M erreichen, da die
Assoziation (k,) diffusionslimitiert ist und die Optimierung der Dissoziationsrate (kq) durch
die Internalisierung von BCR und daran gebundenem Antigen begrenzt ist (FOOTE und
MILSTEIN, 1991; BATISTA und NEUBERGER, 1998; KLEIN et al., 2013).

Die geringste Bindungsstirke der im Rahmen dieser Arbeit isolierten MSP10-
spezifischen Antikorper wies humAb10.1. auf, welcher die schwere Kette des humAb10.2
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und die leichte Kette des humAbl10.3 tragt. HumAb10.2, welcher die gleiche Spezifitit,
jedoch die authentische Paarung von schwerer und leichter Kette besitzt, band um den Faktor
170 starker. Dies erscheint aus folgendem Grund nachvollziehbar. Die variablen Bereiche der
schweren und leichten Ketten eines BCR (1) bestimmen gemeinsam das Paratop und dessen
Komplementaritdt und Spezifitit fiir das Zielantigen und (2) erfahren bei einer somatischen
Hypermutation in vivo simultan Mutationen, die in einer erhdhten Affinitdt resultieren
konnen. Die Wahrscheinlichkeit, dass nun eine Kombination von schwerer und leichter Kette,
die nicht zusammen selektiert wurden, dieselbe oder eine hohere Bindungsstirke zeigt wie/
als die authentische Kombination, ist daher als sehr gering einzustufen. ®

Beziiglich der Affinitdt des humAb10.3 zeigte sich, dass der von B Zellen produzierte
signifikant affiner war als der rekombinant in Tabak hergestellte (Tabelle 15). Dieser
Unterschied konnte auf das Expressionssystem selbst zuriickzufiihren sein. Generell gelten
hohere Pflanzen als Expressionssystem fiir Antikorper als geeignet, da sie die meisten der in
Sdugetieren vorkommenden posttranslationalen Modifikationen durchfiihren konnen
(GOMORD und FAYE, 2004; WEBSTER und THOMAS, 2012), ihre Endomembransysteme
und Sekretionswege denen in Sdugetierzellen sehr dhnlich sind (VITALE und PEDRAZZINI,
2005; HUANG et al., 2010) und sie im ER das evolutionir stark konservierte Chaperon BiP
besitzen, welches in Sdugetieren fiir die korrekte Faltung von IgG mitverantwortlich ist
(FEIGE et al., 2009; 2010; NUTTALL et al., 2002; SCHNEIDER et al., 2014). In Bezug auf
die Unterschiede der posttranslationalen Verdnderungen in Pflanzen und Sdugetieren liegt das
Hauptaugenmerk hdufig auf der N-Glykosylierung. Jedoch verursacht diese, an den Cy2-
Domiénen von IgG angebrachte Modifikation keine Bindungs- oder Affinititsunterschiede
(WRIGHT und MORRISON, 1997; RUDD et al., 2001). Dies wird aullerdem dadurch
bestétigt, dass es eine Vielzahl von Antikérpern gibt, die in Pflanzen produziert wurden,
funktional sind und dieselben Bindungs- und Neutralisationseigenschaften zeigen wie ihre
jeweiligen entsprechenden Gegenstlicke aus Sdugetieren (vgl. z.B. MA et al, 1994;
YUSIBOV et al., 2011; LEE et al., 2013). Es erscheint wahrscheinlicher, dass eine andere Art
posttranslationaler Modifikation als die N-Glykosylierung, die Sulfatylierung von
Tyrosinresten, fir die  Affinititsunterschiede = verantwortlich  sein  konnte.
Tyrosinsulfatylierungen finden sich bei verschiedenen Proteinen in Sdugetieren, wie z.B. bei
Gerinnungsfaktoren, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (CCRS, CCR2B, CXCR4, CX3CR1)
und Adhésionsmolekiilen (MOORE, 2003). Bei Antikorpern ist die Tyrosinsulfatylierung
bisher nur bei HIV-1-spezifischen humAbs, die ein breites Wirkungsspektrum haben (bnAbs),
bekannt (PEJCHAL et al., 2010). Die Sulfatylierung der Tyrosinreste in ihren hypervariablen
Regionen ist dabei von funktioneller Relevanz, denn diese ist kritisch fiir die Bindung und
Neutralisation von HI-Virionen (PEJCHAL et al., 2010). Diese Art der posttranslationalen
Verdnderung findet nicht in Pflanzen statt (MOORE, 2009), jedoch wird sie — sofern
bestimmte Aminosduresequenzmotive vorhanden sind — in Sdugetierzellen auf der trans-Seite
des Golgi-Apparats vorgenommen. Eine bioinformatische Analyse der schweren und leichten
Ketten des humAb10.3 ergab, dass dessen CDRH1 an zwei Stellen und dessen FR«k3 kurz vor
der CDR«3 an einer Stelle sulfatyliert werden konnen (vgl. Abbildung 14(B)). Es war jedoch
nicht moglich, etwaige Sulfatreste an den Tyrosinresten des humAbl0.3 eindeutig
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nachzuweisen — weder mithilfe eines Sulfotyrosin-spezifischen Antikoérpers (vgl. KEHOE et
al., 2006) im Western Blot noch mittels Massenspektometrie (nicht dargestellt). Durch die
massenspektrometrische Messung wurde jedoch bestétigt, dass der in Tabak produzierte
humAb10.3 dieselbe Aminosduresequenz trdgt wie jener aus B Zellen. Die
Affinitatsunterschiede konnen folglich nicht auf Unterschiede in der Aminosdureabfolge
zuriickgefiihrt werden.

Die Produktion von humAb10.3 in Sdugetierzellen, wie HEK und/ oder CHO Zellen,
in welchen die Tyrosinsulfatylierung stattfinden kann, kdnnte geeigneter sein und konnte
dariiber hinaus Aufschluss geben, ob noch weitere Faktoren fiir die geringere Affinitit des
pflanzenexprimierten humAb10.3 verantwortlich sind.

Im Gegensatz zu humAbl10.3 zeigten sich bei humAbl0.2 keine signifikanten
Unterschiede beziiglich der jeweiligen k,-, kg- und Kp-Werte des in Pflanzen produzierten
Antikorpers und des natiirlich von B Zellen exprimierten Pendants. Dies bestétigt, dass die
Expression in N. benthamiana der Anforderung gerecht werden kann funktionale Vollldngen-
IgGl zu produzieren, welche dieselben Bindungseigenschaften zeigen wie die
entsprechenden, natiirlich sezernierten Antikérper (vgl. z.B. MA et al., 1994; YUSIBOV et
al.,2011; LEE et al., 2013).

IV.9.2. Affinitit und Spezifitit des AMAIl-spezifischen Antikorpers

Die Affinititen des humAbAMA1 fir AMA1 3D7, FCR-3, HB3, DiCo 1, 2 und 3 lagen
zwischen 4,78 x 10® M und 1,88 x 10" M (Abbildung 24). Hier gibt es zwei AMAI-
spezifische inhibitorische Antikorper aus Nagetieren, mAblF9 und mAb4G2, die zum
Vergleich herangezogen werden konnen. Die Affinitdt des mAb1F9 fiir AMA1 3D7 liegt bei
1,3 x 10° M, die des mAb4G2 bei 3,3 x 10° M (BOES et al., 2014). Damit bindet mAb1F9
um den Faktor 6,9 und mAb4G2 um den Faktor 17,6 schwicher als humAbAMA1 an
dasselbe Antigen, AMA1 3D7.

I1V.9.3. Kompetitionsmessungen

Um das Epitop des humAbAMA1 einzugrenzen, wurden Kompetitionsmessungen
durchgefiihrt. Die Feststellung, dass der murine Antikdrper 1F9 nicht mehr effizient an
AMAI1 zu binden vermochte, wenn humAbAMA1 bereits gebunden hatte (Abbildung 25,
Zyklus 5 und 7), kann zweierlei bedeuten. Entweder die Epitope der beiden Antikdrper
iiberlappen und/ oder humAbAMAT1 induziert eine Konformationsidnderung, die mit einer
Verzerrung der Bindungsstelle des mAbIF9 einhergeht. Da mAbl1F9 in der hydrophoben
Tasche des AMALI und an daran angrenzende Bereiche bindet (COLEY et al., 2007), lag die
Vermutung nahe, dass humAbAMAL1 ebenfalls dort binden kdnnte und somit ebenfalls die
Interaktion von AMA1 und RON2 (vgl. Abbildung 5) hemmt. Eine weitere Messung, die mit
AMA1:RON2spl-Komplexen durchgefiihrt wurde (Abbildung 26), bestitigte, dass
humAbAMA1 und RON2 um die Bindung an AMAI1 konkurrieren. Es erscheint daher sehr
wahrscheinlich, dass humAbAMAT1 — so wie mAb1F9 und mAb4G2 (COLEY et al., 2006;
2007; COLLINS et al., 2007; 2009) — die fiir die Invasion der Wirtszellen essentielle
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Wechselwirkung von AMA1 und seinem Liganden stort. Ob humAbAMA1 RON2 aus dem
AMAT1:RON2-Komplex verdrangen kann, wie es fiir mAbl1F9 und mAb4G2 beschrieben
wurde (SRINIVASAN et al., 2011), bleibt zu klaren.

Die Tatsache, dass humAbAMAI alle getesteten AMAI1-Varianten zu erkennen
vermochte, mAb1F9 AMAT1 DiCo 2 und DiCo 3 jedoch nicht (Holger Spiegel, personliche
Kommunikation), ldsst vermuten, dass (1) humAbAMAI1 entweder ein gréBeres Epitop
erkennt, zu dem mehr konservierte Reste beitragen, als es bei mAb1F9 der Fall ist und/ oder
(2) dass humAbAMAL toleranter gegeniiber polymorphen Aminosdureresten ist als mAb1F9.
MADbI1F9 bindet zwei der sechs hochpolymorphen Reste des AMA1 (vgl. Abbildung 30) und
vermag daher bspw. AMA1 3D7 zu binden, erkennt AMA1 W2mef jedoch nicht (COLEY et
al., 2007). Eine durch Flexibilitdt bedingte Anpassungsfihigkeit an hochpolymorphe Reste
findet man bei einigen HIV-1-spezifischen bnAbs, wie humAb3BNC60 oder
humAb3BNC117, welche ein Epitop nahe/ in der fiinften variable Schleife (V5) des gp120
erkennen (KLEIN et al, 2013). Diese Antikorper tragen Mutationen in der dritten
Gertistregion der Vy-Domaine, die die Struktur des B-Faltblatts (C’C’CFG) lockern und den
C’- und C”’-Stringen mehr Flexibilitdt erlauben, um der Sequenzheterogenitit des Epitops
gerecht werden und somit verschiedene HIV-1-Quasispezies neutralisieren zu konnen
(KLEIN et al., 2013). Die Tatsache, dass humAbAMA1 viele Mutationen in der dritten
Geriistregion der Vy-Domine erfahren hat (vgl. Abschnitt IIL.5., Abbildung 14(C)), zwei
Prolinreste in der Vy-Region mutiert wurden (Abbildung 14, rote Kreise) und humAbAMA[1
alle getesteten AMAI1-Varianten erkannte (Abbildung 24), spricht fiir eine vergleichbare
Funktionsweise. Dies kann durch Strukturaufkldrungen von freiem humAbAMA1(Fab) und
von humAbAMA 1(Fab):AMA 1-Komplexen ndher untersucht werden.

IV.10. Wachstumsinhibitionstests

Die Funktionalitdt der generierten Antikorper wurde mithilfe von standardisierten in vitro
Wachstumsinhibitionstests untersucht. Hierbei zeigten sich grole Unterschiede zwischen
MSP10- bzw. AMA1-spezifischen humanen Antikorpern.

IV.10.1. MSP10-spezifische Antikorper humAb10.1, 10.2 und 10.3

Die MSP10-spezifischen Antikdrper inhibierten nur Stamm 3D7 zu 50% bis 73% bei einer
Konzentration von 10 mg/mL (Abbildung 27 und Tabelle 16), wobei humAb10.1 die hochste
Inhibition zeigte. Die Stimme HB3 und Dd2 wurden ebenfalls von humAb10.1 am stirksten
gehemmt, allerdings nur mit ca. 39% bzw. 33%. Man konnte den Grund fiir diese
Unterschiede zunichst in der Sequenz des doppelten EGF-Motivs des MSP10 suchen. Zwar
ist dessen Sequenz im Vergleich zu vielen anderen P. falciparum-Proteinen sehr konserviert,
es gibt jedoch Unterschiede in wenigen Aminoséureresten (TETTEH et al., 2009; PACHECO
et al., 2012). Die Sequenz der Stamme 3D7 und HB3 ist identisch. Das doppelte EGF-Motiv
des Stamms Dd2 jedoch unterscheidet sich von HB3 und 3D7 durch einen Aminosdurerest im
zweiten EGF-Motiv; statt eines Histidylrests tridgt dieser Stamm einen Glutaminylrest an
Position 489 (Hy4s0Q). Folglich kann der Grund fiir den unterschiedlichen Grad der Hemmung
nicht (allein) darin liegen. Weitere Erkldrungsmoglichkeiten sind zu suchen (A) in der
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Funktion des doppelten EGF-Motivs des MSP10, (B) in der Redundanz der Interaktionen der
P. falciparum-Merozoiten mit Erythrozytenoberflichenmolekiilen zum Zweck des Aufbaus
des initialen Kontakts und der Invasion und (C) in den Unterschieden der Vorliebe
verschiedener P. falciparum-Stdmme fiir bestimmte Invasionswege.

1V.10.1.1. Rolle des MSP10

Zwar ist nicht vollstdndig geklért, welche Rolle MSP10 und dessen EGF-Motive spielen. Die
Tatsachen, dass (a) Peptide des doppelten EGF-Motivs des MSP10 an Erythrozyten binden
und die Invasion beeintrdchtigen konnen (PUENTES et al., 2005) und dass (b) sich MSP1
und MSP10 é&hneln bzgl. der Struktur ihrer doppelten EGF-Doméinen, ihrer
Expressionsfenster (vgl. Abbildung 31; BOZDECH et al., 2003; BLACK et al., 2003) und
ihrer Lokalisation an der gesamten Merozoitenoberfldche, sprechen jedoch dafiir, dass MSP1
und MSP10 eine homologe Funktion im Invasionsprozess zukommt. Es wird angenommen,
dass MSP1l;y zusammen mit MSP9 mit dem erythrozytiren Protein Bande 3 (auch
Anionenaustauscher 1, AE1) interagiert und dieses als Rezeptor nutzt (GOEL et al., 2003; LI
et al., 2004; KARIUKI et al, 2005). Ob MSP10 denselben Rezeptor nutzt, bleibt zu
klaren.®” ®® Es sind bereits verschiedene Antikdrper gegen MSP1,o beschrieben worden.
Einige hiervon sind inhibitorisch — wie die murinen Antikérper mAb12.8 und mAb12.10
(MCBRIDE und HEIDRICH, 1987; NGOUNDOU-LANDII et al., 2010) — andere, wie z.B.
mADS5.2 hingegen nicht (LI et al., 2010). Auch MSP1,¢-spezifische Antikorper semi-immuner
Spender sind nicht in jedem Falle hemmend (MORGAN et al., 2004). Interessanterweise sind
selbst solche MSP1,¢-spezifischen Antikdrper, welche inhibitorisch sind, nicht dazu féhig, die
Merozoiteninvasion vollstindig zu hemmen (DREW et al., 2005).%’ Diese Tatsache scheint
auch fiir die hier beschriebenen humAbs zuzutreffen, da eine 100%-ige Inhibition nie erreicht
wurde.

Neben der Invasionsinhibition vermogen MSP1,9-spezifische Antikorper Plasmodien
durch mindestens zwei weitere Wirkpinzipien zu hemmen: durch die Beeintrdachtigung der
Prozessierung des MSP1 und der intraerythrozytiren Entwicklung (MOSS et al., 2012).
MSP10 wird dhnlich wie MSP1 proteolytisch prozessiert (BLACK et al., 2003), es ist jedoch
nicht klar, welche Protease dafiir verantwortlich ist oder ob MSP10 gar autoproteolytische
Aktivitit besitzt.” Auch ist nicht klar, ob MSP10 nur in spiaten Trophozoiten-/
Schizontenstadien, d.h. intraerythrozytdr und folglich aufBlerhalb der Reichweite von
Antikorpern gespalten wird oder auch extraerythrozytdr, d.h. nach der Freisetzung der
Merozoiten. Dariiber hinaus ist zwar fiir MSP1,9, jenes GPI-verlinkten C-terminalen
Spaltprodukts, das das doppelte EGF-Motiv trigt, bekannt, dass es mit in die neuinfizierten
roten Blutkorperchen getragen wird (BLACKMAN et al., 1990). Ob dies auch fiir das das
36 kDa-grof3e, C-terminale Spaltprodukt des MSP10 zutrifft, welches ebenfalls das doppelte
EGF-Motiv enthédlt und ebenfalls einen GPI-Anker tréigt, ist jedoch nicht geklirt. Folglich
bleibt viel Raum fiir Spekulationen zur Wirkungsweise MSP10-spezifischer, inhibitorischer
Antikorper. Im Folgenden soll daher nur auf die Mdglichkeit der Hemmung der Invasion per
se eingegangen werden.
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IV.10.1.2. Redundanz und Priferenzen der Interaktionen wihrend der Invasion

Die Invasion roter Blutkdrperchen durch Merozoiten ist ein mehrstufiger Prozess, der durch
drei Hauptphasen charakterisiert ist: die Prédinvasions-, die Invasions- und die
Echinozytosephase (DVORAK et al, 1975; GILSON und CRABB, 2009). Die
Prdinvasionsphase ist jene, in der der Merozoit an das rote Blutkdrperchen bindet und sich
reorientiert, sodass sein apikales Ende an der Erythrozytenmembran zu liegen kommt; danach
ruht der Merozoit kurz bevor die eigentliche Invasionsphase beginnt (YAHATA et al., 2012).
Die Funktionen des MSP1 9 scheinen vornehmlich in der Pridinvasionsphase angesiedelt.71
Mittlerweile sind mindestens elf verschiedene Paare an Interaktionspartnern zwischen
Parasiten und roten Blutkorperchen beschrieben (vgl. Tabelle 25; DOLAN et al., 1994;
LOBO et al., 2003; GILBERGER et al., 2003; TRIGLIA et al., 2005; LI et al, 2012;
DURAISINGH et al., 2003; THAM et al., 2010; 2011; KATO et al., 2005; KARIUKI et al.,
2005; BARTHOLDSON et al.,, 2012; 2013). Diese Interaktionen haben redundanten
Charakter und schlieBen sich nicht gegenseitig aus, sodass auf alternative Invasionswege
zuriickgegriffen werden kann (MILLER et al., 2002); schlieBlich unterscheiden sich die Wirte
bspw. durch ihr anti-plasmodiales Antikorperrepertoire und durch An- oder Abwesenheit von
Erythrozytenoberflichenmolekiilen. Viele P. falciparum-Stémme haben dariiber hinaus eine
Priferenz fiir bestimmte Invasionsrouten und konnen diese unter Selektionsdruck dndern
(DOLAN et al., 1990; STUBBS et al., 2005). Stimme HB3 und Dd2 konnten folglich
deswegen schlechter inhibiert worden sein, weil sie bevorzugt Interaktionen/
Interaktionspartner nutzen, die unabhiangig von den EGF-Motiven des MSP10 sind.

IV.10.1.3. Inhibition und Affinitat

Interessant ist die Beobachtung, dass humAb10.1, welcher die schwichste Affinitit aufweist
(Tabelle 15), die stirkste Inhibition aller MSP10-spezifischen humAbs zeigte. Dies erscheint
kontraintuitiv, da  AntikOrper:Antigen-Interaktionen  reversibel sind und dem
Massenwirkungsgesetz unterliegen. Je hoher die Affinitit (Kp), desto geringer die
Antikorperkonzentration, die nétig ist, um die Zielstruktur komplexiert zu halten und zu
neutralisieren. Merozoiten lagern sich sehr schnell an ein neues, zu infizierendes rotes
Blutkorperchen an (14-214 sec nach Aufplatzen des Schizonten) und konnen die Invasion
innherhalb von 1-3 min vollendet haben (YAHATA et al., 2012). Daher scheint vor allem
eine hohe Assoziationsrate (k,) sehr wichtig fiir die Invasionsinhibition.

Neben der Affinitit hat jedoch die Spezifitdt maf3geblich Einfluss auf die Effektivitit
eines Antikérpers. HumAbl10.1 und 10.2 tragen dieselbe schwere Kette, jedoch
unterschiedliche leichte Ketten. Folglich wird sich der Teil ihrer Paratope, welcher durch die
CDRs der leichten Ketten gebildet wird, etwas unterscheiden. Es ist also denkbar, dass sich
das Epitop der humAb10.1 und humAb10.2 auf dem ersten EGF-Motiv des MSP10 ebenfalls
unterscheidet. Ein solcher Unterschied konnte die mit humAb10.1 beobachtete, stiarkere
Inhibition erkldren, bedarf jedoch weiterer Untersuchungen.
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1V.10.1.4. Inhibition und physiologische Antikorperkonzentration

Generell ldsst sich festhalten, dass eine Konzentration von 10 mg/mL sehr weit von der
physiologischen IgG-Konzentration entfernt ist, die ein einzelner Antikorper im Serum eines
Menschen haben wird. Die totale Konzentration polyklonalen IgGs im Serum semi-immuner
Spender liegt bei 20 mg/mL (HODDER et al., 2001); jeder Mensch besitzt ein Repertoire von
1-2 x 10" B Zellentititen mit unterschiedlicher Spezifitit (GEORGIOU et al., 2014). MSP10-
spezifische Antikorper konnen daher in vivo zumindest durch blo3e Neutralisation vermutlich
nur einen geringen Beitrag zur Abwehr gegen plasmodiale Blutstadien leisten. Diese
Annahme wird auBBerdem durch die Vakzinstudie von GIRALDO et al. (2009) unterstiitzt, in
welcher Nachtaffen (4otus spec.) mit rekombinatem P. vivax MSP10 immunisiert wurden.
Zwar zeigten die Affchen eine starke, spezifische, antikdrperbasierte Antwort, jedoch hatte
die Impfung nach der Infektion mit P. vivax keinerlei Auswirkungen auf die Entwicklung der
Parasitdmie (GIRALDO et al., 2009).

1V.10.2. Inhibition durch humAbAMA1

Das Inhibitionspotential des humAbAMA1 wurde mit sechs verschiedenen P. falciparum-
Stimmen untersucht, die unterschiedlichen geographischen Ursprungs sind und sich in der
Aminosduresequenz des AMAI1 unterscheiden (vgl. Abbildung 30; GUINET et al., 1996;
DREW et al., 2012). Im Gegensatz zu den generierten MSP10-spezifischen humAbs
inhibierte humAbAMA1 alle getesteten Stimme, und zwar mit ECsp-Werten zwischen
35 pg/mL (233 nM) und 3,8 mg/mL (25 uM) (Abbildung 28, Tabelle 18). Mit 35 pg/mL liegt
der ECsp-Wert des humAbAMAT1 im unteren Bereich im Vergleich zu mAblF9 (ca.
850 ug/mL) (COLEY et al., 2006), AMAI1-spezifischem, polyklonalem Kaninchen-IgG (34-
180 pg/mL) (MIURA et al., 2009; WILLIAMS et al., 2012; BOES et al., 2014) und AMAI-
spezifischem, polyklonalem humanem IgG (70-240 pg/mL) (MIURA et al., 2009).”* Der
vorliegende humAbAMA1 scheint folglich ein IgG des semi-immunen Antikdrperreperoires
zu sein, der zumindest in Bezug auf die Inhibition des Stamms 3D7 effizienter ist als der
GroBteil der polyklonalen AMA1-spezifischen IgG semi-immuner Spender.

IV.10.2.1. Inhibition, Wirkungsspektrum und Affinitit

Die Beobachtung, dass humAbAMAL alle getesteten rekombinanten AMA 1-Varianten (DiCo
1-3, FCR-3, 3D7, HB3) erkannte (Abbildung 24) und die P. falciparum-Stimme 3D7, K1,
FCR-3, HB3, Dd2 und W2mef inhibierte (Tabelle 18), deuten auf ein breites
Wirkungsspektrum hin. Zwar sind einander entsprechende Kp- und ECsp-Werte nicht fiir
jeden Stamm und dessen AMA1-Variante vorhanden, es zeichnet sich jedoch bei 3D7 und
HB3 ab, dass eine hohere Affinitét tatsdchlich mit einer effizienteren Inhibition korreliert. Die
Affinitit fir AMA1 3D7 lag bei 1,88 x 107" M, der entsprechende ECso-Wert bei 35 pg/mL;
die Bindungsstirke bei AMA1 HB3 betrug 3,27 x 10® M und der ECso-Wert 190 pg/mL. Im
Vergleich dazu liegt die Affinitit des mAb1F9 fir AMA1 3D7 bei 1,3 x 10° M (BOES et al.,
2014); der entsprechende ECso-Wert liegt bei 850 pg/mL (COLEY et al., 2006). Mab1F9 ist
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jedoch nicht direkt mit humAbAMA1 zu vergleichen, da sich deren Epitope etwas
unterscheiden.

Die Stimme W2mef und Dd2, welche sehr nah miteinander verwandt sind (GUINET
et al., 1996), wurden erst bei einer Konzentration von ca. 3,8 mg/mL humAbAMAI
halbmaximal inhibiert (Tabelle 18). Eine Erkldrung hierfiir konnte darin liegen, dass sich
AMA1 W2mef an drei Positionen (a, b, ¢) besonders stark von den Allelen der Stimme 3D7,
HB3, K1 und FCR-3 unterscheidet (Abbildung 30, griine Dreiecke). Diese drei Positionen
gehdren zu den fiinf hochpolymorphen Resten des AMAL (vgl. BAI ef al., 2005; DUAN et
al., 2008; Abbildung 30, violette Dreiecke). Es liegen zwar keine Werte zur Affinitdt des
humAbAMAL1 fiir AMAl W2mef/Dd2 vor. Es ist jedoch klar, dass humAbAMA1 die
Antigene AMAT1 DiCo 1 und DiCo 3 erkannte (Abbildung 24), welche an zwei der drei
Positionen (a und b) dieselben Aminoséurereste tragen wie AMA1 W2mef/Dd2 (Abbildung
30). An Position (c¢) besitzt AMA1 Wmef/Dd2 jedoch eine hydrophobe Seitenkette (L) statt
einer geladenen (D oder H) wie AMA1 DiCo 1-3, FCR-3/FVO, K1, 3D7 und HB3. Die
Vermutung, dass dieser Rest besonders kritisch flir die AMA1:humAbAMA1-Interaktion ist,
konnte mithilfe von SPR-Messungen mit rekombinantem AMA1 W2mef/Dd2 und der
Strukturaufklarung des humAbAMA1(Fab):AMA 1-Komplexes validiert werden.

Dennoch ist der Umstand vielversprechend, dass humAbAMA1 alle AMA1 DiCo
Varianten erkannte, welche die groBe Variabilitit aller bekannten AMA1-Allele abdecken
sollen und als erfolgversprechende Impfstoffkandidaten gehandelt werden (vgl. REMARQUE
et al., 2008a; FABER et al., 2013). Dies gibt Grund zur Annahme, dass humAbAMAI
weitere als jene im Rahmen dieser Arbeit getesteten sechs Stdimme inhibiert. Dies wére durch
weitere Wachstumsinhibitionstests mit anderen etablierten Stidmmen und neuen
P. falciparum-Isolaten zu adressieren.

Da AMAI1 auBlerdem nicht nur von Merozoiten, sondern auch von Sporozoiten
exprimiert wird (SILVIE et al., 2004) und P. falciparum kein paraloges AMA1 oder RON2
besitzt (POUKCHANSKI et al., 2013),” besteht Grund zur Annahme, dass humAbAMA1
auch Sporozoiten hemmt. Auch dies kann mit entsprechenden Sporozoiteninvasionstests
tiberpriift werden (vgl. z.B. CHAPPEL et al., 2004; CHATTOPADHYAY et al., 2010).

1V.10.2.2. Inhibition und physiologische Antikorperkonzentration

Im Fall der MSP10-spezifischen humAbs wurde deutlich, dass deren ECsp-Werte vermutlich
zu hoch sind als dass sie einen relevanten Beitrag zum protektiven Antikdrperrepertoire der
semi-immunen Spender leisten konnen (Abschnitt 1V.10.1.4.). Die ECso-Werte von
35-265 pg/mL des humAbAMAI1 scheinen hingegen eher in einem realistischen,
physiologisch relevanten Konzentrationsbereich zu liegen, da der Gehalt AMA1-spezifischer
IgG im Serum semi-immuner Individuen bei ca. 100 pg/mL liegt (HODDER et al., 2001).

1V.10.2.3. Wirkprinzip des humAbAMA1

AMAL1 ist ein essentielles Protein (TRIGLIA et al., 2000; HEALER et al., 2005) und sein
Gen unterliegt diversifizierenden und ausgleichenden Selektionsdriicken, um dem
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Immunsystem des Wirts auszuweichen und gleichzeitig funktionellen Anforderungen gerecht
zu werden (POLLEY und CONWAY, 2001; CORTES et al., 2003; POLLEY et al., 2003).
AMAL besitzt sowohl mehrere dimorphe als auch fiinf polymorphe Aminosiurepositionen
(vgl. Abbildung 30; violette Dreiecke), von denen vier an einem Ende der hydrophoben
Tasche liegen (BAI et al., 2005).”

Aufgrund der Variabilitit der AMA1-Allele ist die Inhibition durch AMA1-reaktive
Antikorper 1.d.R. sehr stammspezifisch (KENNEDY et al., 2002; HEALER et al., 2002; BAI
et al., 2005; CORTES et al., 2005). Dies trifft auch auf mAb1F9 zu, welcher P. falciparum
3D7 und D10 hemmt, nicht jedoch W2mef oder HB3 (COLEY et al/, 2006). Dies liegt an
hochpolymorphen Resten (Reste 197 und 200 in Abbildung 30) im Epitop des mAbl1F9
(COLEY et al, 2006; 2007). Trotz der Tatsache, dass humAbAMA1 und mAbl1F9 um die
Bindung an AMA1 konkurrieren (Abbildung 25), vermag humAbAMA1 mehr als nur zwei
Stamme zu inhibieren. Wie bereits in Abschnitt 1V.9.3. vermutet, muss das Epitop des
humAbAMAL1 entweder groBer sein oder mehr konservierte Seitenketten umfassen als das
Epitop des mAb1F9.

Die Tatsachen, dass (1) humAbAMA1 und mAbIF9 um die Bindung an AMAI
konkurrieren (Abbildung 25), dass (2) mAblF9 die Interaktion von AMAl und RON2
unterbindet (COLEY et al., 2006; 2007) und (3) dass humAbAMA1 nicht mehr an AMAL1 zu
binden vermag, wenn RON2sp1 bereits an AMA1 gebunden hat (Abbildung 26), legen nahe,
dass humAbAMAT die Merozoiteninvasion in dhnlicher Weise blockiert wie mAb1F9.

Es stellt sich die Frage, ob das Paratop des humAbAMA1 Ahnlichkeiten mit jenem
des mAb1F9, mit RON2 und/ oder gar dem Peptid R1 besitzt. Peptid R1, welches per
Phagendisplay generiert wurde, bindet ebenfalls in der hydrophoben Bindungstasche des
AMAI1, hemmt Plasmodien und besitzt eine gewisse Ahnlichkeit mit dem natiirlichen
Liganden RON2 (HARRIS et al., 2005; VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012). Ob das
Paratop des humAbAMAT augenscheinlich Gemeinsamkeiten mit mAb1F9, RON2 oder R1
hat, soll im Folgenden beleuchtet werden.

Auf den ersten Blick scheinen die CDRs des humAbAMAT1 und des mAbl1F9 nichts
gemein zu haben. Jene Aminosdureseitenketten des mAbl1F9, die mit AMAI in Kontakt
treten, sind E1V2 (FRHI), D31 (CDRH]), G26F27K28 (CDRHZ), SggH100F101 (CDRH3),
Y49Y50Y55Ts6 (CDRkl1) und Ros (CDRk3) (COLEY et al., 2007; vgl. Abbildung 30).

Beziiglich der Peptide RON2spl und R1 ist an der Interaktion mit AMA1 bei beiden
Liganden ein Argininrest (Ryps; bei RON2) mallgeblich beteiligt, dessen Guanidylrest sich
perfekt in eine Tasche des AMAI1 fligt; wird dieser Rest mutiert, bindet RON2 nicht mehr an
AMAI1 (VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012). In dieser Bindungstasche wechselwirken
fiinf Reste mit insgesamt sieben Wasserstoffbriicken mit dem Guanidylrest des RON2
(Abbildung 30, Pfeile; VULLIEZ-LE NORMAND et al., 2012, Abbildung 2(D)). Diese
Tasche liegt zudem an jenem Ende der hydrophoben Bindungsfurche des AMAI, welches
von polymorphen Aminosdurepositionen umringt ist und an welchem mAbIF9 und
vermutlich auch humAbAMAT binden.

Neben einem Argininrest enthalten RON2spl und R1 auflerdem vornehmlich
hydrophobe Reste (F, L, V, M) und Reste mit Hydroxy(m)ethylseitenketten (S, T). Bei der
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Analyse der CDRs und der hochmutierten dritten Geriistregion (FRH3) des humAbAMAL1
zeigt sich, dass die FRH3 tatsdchlich drei Argininreste (a, b, ¢) trdgt, von denen zwei (b, c)
durch Affinitétsreifung in vivo eingefiihrt wurden (Abbildung 14, Pfeile). Dariiber hinaus sind
die Argininreste (a) und (c) umgeben von hydrophoben Resten (F, L) und solchen, die
Hydroxy(m)ethylseitenketten enthalten (S, T): Arginin (a): LKSRLTL und Arginin (b):
FSLRLSS) (vgl. Abbildung 14). Dies kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass
humAbAMAT1 den natiirlichen Liganden, RON2, imitiert. Dies wire analog zur Imitation des
HIV-1-spezifischen bnAb VRCO1, der gpl120 erkennt und dessen Ligand, CD4, nachahmt
(MASCOLA und HAYNES, 2013). Dies wird sich jedoch wiederum nur durch
Strukturraufklédrung des humAbAMA 1(Fab): AMA 1-Komplexes eindeutig kléren lassen.

IV.10.3. Synergismusuntersuchungen

Die natiirliche Situation in vivo ist jene, dass sich das Immunglobulinrepertoire gegen
unterschiedlichste plasmodiale Antigene richtet und die Summe und Qualitit der anti-
plasmodialen Antikorper dariiber entscheidet, ob das Antikorperspektrum protektiv ist (vgl.
CHUANGCHATIY A und PERSSON, 2013).”

Vor diesem Hintergrund interessierte es, ob diejenigen Antikorper, die P. falciparum
am stérksten zu inhibieren vermochten, humAb10.1 und humAbAMAL, einen synergistischen
Effekt entfalten konnen. Es zeigte sich mit einem Wert von §' = 1,5625 in der Tat eine leichte
synergistische Tendenz (Abbildung 29). Im Vergleich zu Synergismen (1) anderer
Antikorperkombinationen, wie jenen von murinen PfRh4- und PfRhS-spezifischen IgG
(WILLIAMS et al, 2012), oder (2) anti-plasmodialer Chemotherapeutika (vgl.
KERSCHBAUMER et al., 2010, Abbildung 3; WURTZ et al., 2010, Abbildung 2) ist dieser
Effekt jedoch recht gering.

Gemdl WILLIAMS et al. (2012) gibt es mindestens zwei Moglichkeiten einen
synergistischen inhibitorischen Effekt zu erzielen. Entweder die Antikorper erfiillen ihre
Funktion nacheinander (,,in series*) oder gleichzeitig (,,in parallel*). Aufgrund der Annahme,
dass MSP10 eher in der Prdinvasionsphase beteiligt sein wird und AMAT1 als Schliisselprotein
des eigentlichen Invasionsprozesses, d.h. als Rezeptor des RON2 und als Verankerungspunkt
des Aktin-Myosin-Motors, fungiert (BAI et al., 2005; PIZARRO et al., 2005; TONKIN et al.,
2011; BAUM et al., 2006; JEWETT und SIBLEY, 2003; SRINIVASAN et al., 2011), liegt
die Vermutung nahe, dass humAbl0.1 und humAbAMA1 ihre Wirkung nacheinander
entfalten.
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V.1. MSP10-spezifische humAbs

Uber die Funktion des Merozoitenoberflichenproteins 10 (MSP10), seine proteolytische
Prozessierung und seine Interaktionspartner — auf Seiten des Parasiten und des Wirts — ist
noch sehr wenig bekannt. Die generierten MSP10-spezifischen humAbs eignen sich fiir die
Klarung dieser Forschungsfragen. So konnen z.B. mittels Immunoprézipitation
Interaktionspartner identifiziert werden.

V.2. HumAbAMA1

Im Fall des humAbAMAI1 ist die Strukturaufkldrung seiner Fab-Region und von
humAbAMA1(Fab):AMA1-Komplexen sehr wichtig. Somit kann direkt geklart werden, ob
dieser Antikdrper, wie vermutet, in der hydrophoben Bindungsfurche des AMA1 bindet und
welchen Beitrag die stark mutierte Geriistregion (FRH3) (vgl. Abschnitte IV.5. und
IV.10.2.3.) zur Inhibition leistet. Vor dem Hintergrund, dass die beiden AMA 1-spezifischen
inhibitiorischen Antikérper mAb1F9 und mAb4G2 RON2 aus AMA1:RON2-Komplexen
verdrangen konnen (SRINIVASAN et al., 2011), stellt sich die Frage, ob humAbAMAL
ebenfalls dazu fahig ist. Dies kann mit SPR-Messungen und/ oder wie bei SRINIVASAN et
al. (2011) mittels ELISA untersucht werden.

V.3. Weitere Funktionalitiitstests

Vor dem Hintergrund, dass AMAIL nicht nur bei der Invasion von Merozoiten in
Erythrozyten, sondern auch bei der Invasion von Sporozoiten in Hepatozyten eine Funktion
zu haben scheint (SILVIE et al., 2004), erscheinen Sporozoiteninvasionstests mit
humAbAMA1 sinnvoll (vgl. z.B. CHAPPEL et al., 2004; CHATTOPADHYAY et al., 2010).
Ganz allgemein vermdgen Antikdrper ihre protektive Wirkung in vivo auf
verschiedene Weisen zu entfalten. Hierzu zdhlen (1) die bloBe Neutralisierung, (2) die
Opsonisierung und dadurch bedingte Beseitigung z.B. durch Aktivierung der
Komplementkaskade und (3) die Rekrutierung von Effektorzellen des Immunsystems, z.B.
von Monozyten/ Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. Die Aussagekraft des in
dieser Arbeit genutzten Wachstumsinhibitionstests beschrdnkt sich dabei auf die
Primérfunktion der Antikorper, d.h. die Neutralisation durch blofe Bindung an die
Zielstruktur. Gerade im Fall des MSPl;9, welchem vermutlich eine &dhnliche Funktion
zukommt wie den EGF-Motiven des MSP10 (vgl. Abschnitte I.2. und IV.10.1.1.), scheint es
als sei die Antikorperbindung per se nicht ausreichend, um eine Inhibition herbeizufiihren
(PLEASS und HOLDER, 2005; MCINTOSH et al., 2007). Dieser Aspekt konnte teilweise
auch auf die MSP10-spezifischen humAbs zutreffen. Weitere Tests mit Monozyten oder
neutrophilen Granulozyten als Effektorzellen konnen hier zum Einsatz kommen (vgl.
THEISEN et al., 1998; DRUILHE et al., 2005; JOOS et al., 2010; KAPELSKI ef al., 2014).
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V 4. Aspekte des Einsatzes humaner anti-plasmodialer Antikorper als passive Vakzine

Beziiglich der Moglichkeit, anti-plasmodiale humAbs fiir einen passiven Immunschutz
einzusetzen, gibt es mehrere kritische Gesichtspunkte. Drei dieser Aspekte sollen hier
beleuchtet werden. Zwei betreffen die Wirksamkeit, einer bezieht sich auf mdgliche
Kreuzreaktivitdt der humAbs mit humanen Proteinen.

V.4.1. Wirksamkeit

AMA1 gehort zu jenen Proteinen, die wihrend der Invasion prozessiert und von der
Merozoitenoberfliche entfernt werden konnen (OLIVIERI et al., 2011). Dies wird mit
»shedding® bezeichnet. Folglich bestiinde die Moglichkeit, dass humAbAMA1 auch an
16sliches AMA1 im Plasma bindet und damit in vivo eine hohere Antikorperkonzentration
notwendig wire, um die in vitro beobachtete Inhibition zu bewirken. Die proteolytische
Entfernung von Merozoitenoberflichenmolekiilen bedeutet jedoch nicht notwendigerweise,
dass die 16slichen Spaltprodukte ins Plasma gelangen.”® Inwiefern das ,,shedding® des AMA
tatsdchlich die Wirksamkeit der humAbAMA1 herabsetzen kann, muss Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein.”’

Ein weiterer Aspekt der Wirksamkeit betrifft die Konkurrenz anti-plasmodialer
Antikdrper mit unspezifischen Antikoérpern um die Bindung an Fc-Rezeptoren, welche die
Sekundérfunktionen — wie Phagozytose und ADCI — von Antikorpern bewirken. Es ist
bekannt, dass P. falciparum eine Hypergammaglobulindmie induziert, bei der grole Mengen
unspezifischen IgGs gebildet werden. Dies wird als Verschleierungstaktik des Parasiten
verstanden, da diese unspezifischen IgG mit anti-plasmodialen IgG um die Bindung an Fc-
Rezeptoren konkurrieren und folglich deren Effektivitit herabsetzen konnen (MILLER et al.,
1994; PLEASS und HOLDER, 2005). Folglich wére in vivo wiederum eine hohere
Konzentration anti-plasmodialer Antikorper notig als in vitro. Dieser Aspekt wird primér fiir
solche Antikorper ausschlaggebend sein, die nicht durch das bloBe Erkennen ihres Epitops
inhibierend wirken. Fiir die MSP10-spezifischen humAbs konnte dies kritisch sein. Fiir
humAbAMA1 jedoch, welcher die Invasion ohne Zusatz von Effektorzellen effizient
unterbindet, scheint dieser Punkt von geringerer Bedeutung.

V.4.2. Kreuzreaktivitat

Sowohl bei MSP10- als auch bei AMAI1-spezifischen Antikdrpern stellt sich die Frage, ob
diese nicht auch humane Proteine erkennen und damit autoreaktiv wirken konnten. Dies kann
nur mit entsprechenden Tests mit humanen Gewebeschnitten, Seren, Proteinen und/ oder
Zellen vollstindig ausgeschlossen werden. Dennoch scheint die Gefahr der Kreuzreaktivitit
vergleichsweise gering vor dem Hintergrund, dass (1) es sich bei humAb10.2, humAb10.3
und humAbAMA1 um IgG handelt, welche aus gesunden Menschen stammen und
authentische Paarungen zusammengehoriger schwerer und leichter Ketten besitzen, (2) die
EGF-Motive des MSP10 nur eine sehr geringe Homologie zu humanen Proteinen aufweisen’®
und (3) kein humanes Protein existiert, welches funktionelle oder strukturelle Ahnlichkeit mit
AMAI1 zeigt (ALEXANDER et al., 2006).
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Malaria ist und bleibt eine der groBiten globalen gesundheitspolitisch relevanten
Herausforderungen. Anfang des letzten Jahrhunderts zeigte sich bereits, dass passive
Vakzinierungsstrategien mit polyklonalen Antikérpern semi-immuner Individuen
vielversprechend sind. Bisher sind jedoch nur wenige humane monoklonale anti-plasmodiale
Immunglobuline isoliert und charakterisiert worden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, aus B Zellen semi-immuner ghanaischer
Spender humane Vollldngenantikdrper zu generieren, welche eine Spezifitét fiir Plasmodium
falciparum besitzen und inhibitorisch wirken. Die Methode der Wahl umfasste (1) die EBV
Transformation  durchflusszytometrisch ~ angereicherter  reifer,  antigenspezifischer
B Lymphozyten, (2) die Sicherung der Vy-, V- und V,-Sequenzen ihrer Immunglobuline und
(3) deren Expression als IgG1:x- oder IgG1:A2-Volllangenantikorper in N. benthamiana. Die
Validierung und Charakterisierung der so generierten anti-plasmodialen Antikorper erfolgte
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie, Oberflichenplasmonresonanzspektroskopie und
Wachstumsinhibitonstests in vitro. Neuartig an dieser Herangehensweise war es,
ausschlieflich die durchflusszytometrisch isolierten, antigenspezifischen B Zellen zu
transformieren. Dies ist bisher noch nicht beschriecben worden und erlaubt eine
ressourcenschonendere und effizientere EBV Transformation. Die vorliegende Arbeit kann
folglich ebenfalls als Machbarkeitsstudie und Prozessoptimierung verstanden werden.

Es wurden vier humane monoklonale Antikdrper (humAbs) des anti-plasmodialen
Immunglobulinrepertoires semi-immuner Spender isoliert, kloniert und charakterisiert. Drei
der humAbs erkannten das Merozoitenoberflaichenprotein 10 (MSP10), einer das Apikale
Membranantigen 1 (AMAI1). Zuvor sind noch keine MSP10-reaktiven monoklonalen
Antikdrper isoliert worden. Monoklonale AMA 1-spezifische Antikdrper humanen Ursprungs
sind bisher ebenfalls noch nicht in der Literatur beschrieben worden.

Jene drei Antikorper, die auf die authentische Paarung von schwerer und leichter
Ketten zuriickgingen, erwiesen sich als hochaffinitatsgereift (mindestens 39-59 Mutationen
auf DNS-Ebene) und hochaffin fiir ihre jeweiligen Antigene (Kp = 5,46 x 10° M —
1,99 x 10"° M). In Inhibitionstests zeigten die MSP10-spezifischen Antikdrper in vitro eine
stammabhédngige Hemmung. Stamm 3D7 wurde mit ECso-Werten zwischen 4,1 mg/mL und
9,5 mg/mL inhibiert. Bei den Stimmen HB3 und Dd2 wurde eine maximale Hemmung von
ca. 39% bei 10 mg/mL IgG beobachtet. Im Gegensatz hierzu war der AMA 1-reaktive humAb
(humAbAMAL1) panspezifisch und (hoch)inhibitorisch fiir alle getesteten P. falciparum-
Stimme (ECsp = 34,9 pg/mL — 3,8 mg/mL). Beziiglich der Funktionsweise des humAbAMA1
ist davon auszugehen, dass dieser — dhnlich wie mAb1F9 — in der hydrophoben Tasche des
AMAI1 bindet und so die Interaktion mit RON2 stort, welche fiir den Invasionsprozess
essentiell ist.

Ein geeignetes Einsatzgebiet der drei generierten MSP10-spezifischen humAbs scheint
vornehmlich in der Grundlagenforschung zu liegen. HumAbAMAT scheint dariiber hinaus ein
geeigneter Kandidat flir passive Immunisierungsstrategien zur Malariaprophylaxe
und -therapie.
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Synopsis

Malaria tropica, caused by Plasmodium falciparum still poses a major challenge to global
health care as well as to the economy in endemic countries. There is no efficient vaccine at
hand, and multiple drug-resistant parasite strains are emerging. As yet, passive vaccination
strategies with recombinant full-size human monoclonal antibodies (humAbs) are not pursued
despite the fact that it has been shown early that these may confer passive immunity toward as
well as effectively cure malaria infections by P. falciparum.

The major goal of the present thesis was thus to generate anti-plasmodial human
monoclonal antibodies (humAbs) which are highly specific, possess a high affinity, and are
capable of inhibiting P. falciparum. To this end antigen-specific IgG" / CD22" B cells from
semi-immune Ghanaian donors were enriched by flow-cytometric cell sorting and were then
subjected to EBV transformation. Vy-, V-, and V; sequences of promising cultures were
rescued and cloned into plant expression vectors. These V regions were then produced in the
context of full-size IgGl:x and IgG1:A2 antibodies in Nicotiana benthamiana. Confocal
immunofluorescence microscopy, surface plasmon resonance measurements and in vitro
growth inhibition assays served to characterize the isolated humAbs.

The flow cytometric enrichment of antigen-specific B cells prior to their virocrine
transformation can be considered a novelty. This approach allows for a more efficient EBV
transformation requiring less personnel and material. From this point of view, the work
presented can also be regarded as a feasibility study as well as a process optimization.

Four anti-plasmodial humAbs were isolated, cloned and characterized. Three of these
humAbs recognized Merozoite Surface Protein 10 (MSP10). So far monoclonal anti-MSP10
antibodies have not been described yet. The fourth antibody was specific to Apical Membrane
Antigen 1 (AMAL). To the best of our knowledge, this is the first human AMA 1-specific
antibody to be described.

Those three antibodies which possessed the genuine pairing of heavy and light chains
were highly maturated (at least 39-59 DNA mutations) and highly affine to their respective
targets (Kp = 5.46 x 10° M — 1.99 x 10" M). In growth inhibition assays the MSP10-specific
humAbs inhibited P. falciparum in a strain-dependent fashion. Strain 3D7 showed ECs-
values in the range of 4.1 mg/mL — 9.5 mg/mL. The maximal inhibition of strains HB3 and
Dd2 was around 39% at 10 mg/mL IgG. In contrast, the AMAIl-reactive humAb
(humAbAMAT1) was panspecific and (highly) inhibitory for all P. falciparum strains tested
(ECsp=34.9 pg/mL — 3.8 mg/mL). Regarding the possible mode of action humAbAMAI
likely binds in the hydrophobic trough of AMAI1 and thus torpedoes its interaction with
RONZ2. It is generally accepted that the formation of the AMA1:RON2 complex is vital to the
invasion of merozoites into new red blood cells.

Whereas the three MSP10-specific humAbs seem to be suitable primarily for basic
research  humAbAMA1 additionally appears to be an ideal candidate for passive
immunization strategies for malaria prophylaxis and therapy.
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VIII. Anhang

VIII.1. Anmerkungen

Einleitung

! Etymologisch geht der Begriff zuriick auf ,,mala aria® (italienisch fiir ,,schlechte Luft), der mit der Miasma
Theorie Hippokrates® konform ist. Diese Theorie der schlechten Luft der Siimpfe hielt sich bis Alphonse
Laveran in den 1880er Jahren Plasmodien im Blut Malariaerkrankter nachwies und Ronald Ross in den 1890er
Jahren eindeutig Anophelesmiicken als die Zwischenwirte und Ubertriger auf den Menschen identifizierte
(LAVERAN, 1881; 1884; ROSS, 1897; 1898a; 1898Db). Ihre Erkenntnisse wurden 1902 und 1907 jeweils mit
einem Nobelpreis gewlirdigt.

2 P. ovale lisst sich auBerdem differenzieren in zwei Subspezies; P. ovale curtisi and P. ovale wallikeri
(SUTHERLAND et al., 2010).

3 So sind P. ovale und P. malariae fiir die Malaria quartana (Fieber i.A. alle vier Tage), P. vivax fiir die Malaria
tertiana (Fieber i.d.R. alle drei Tage), P. knowlesi fiir die Malaria quotidiana (Fieber im Abstand von ca. 24 h)
und P. falciparum fir die Malaria tropica mit unregelméfigem Fieber verantwortlich (Roche Lexikon Medizin,
1998; COX-SINGH et al., 2008).

* Siehe hierzu auch Abbildung 31, in der die relativen Transkriptionslevel, die von BOZDECH und Kollegen
(2003) fiir AMA1, MSP1 und MSP10 bestimmt wurden, grafisch dargestellt sind.

> In der vorliegenden Arbeit sind dies Spender, die seit Jahren in der Ashanti Region in Ghana, einem
malariaendemischen Gebiet, leben und eine Semi-Immunitét gegen Malaria tropica aufweisen.

¢ Unter Transformation wird die Verinderung der urspriinglichen Eigenschaften eukaryotischer Zellen, insb. in
Bezug auf die Proliferation, verstanden. Dies kann durch Viren induziert werden (virokrine Transformation) oder
durch Akkumulation von Mutationen, die den natiirlichen Vorgang der Apoptose oder des Zellzyklus aushebeln.
In vivo konnen derart entartete, transformierte Zellen der Ursprung von Krebs sein.

7 Erfolgt keine spezifische Anreicherung der B Lymphozyten vor der Infektion mit EBV ist erstens die Gefahr
groBer, dass vielversprechende Zellen von unspezifischen Lymphoblasten {iberwachsen werden; zweitens miisste
damit gerechnet werden, dass alleine der Aufwand der Aussaat der Zellen und der Analyse der
Zellkulturiiberstinde mittels ELISA um den Faktor 40 bis 50 hoher wire.

¥ Bei einer monoklonalen Kultur werden weniger PCRs vonnéten sein als bei einer oligoklonalen Kultur, die
mRNS unterschiedlicher Antikorper enthilt, die nicht mit allen, zur Sicherung genutzten Oligonukleotiden,
gleich gut zu amplifizieren ist.

’ Die Expression von Antikrpern in Pflanzen hat sich seit der ersten Produktion eines murinen
Volllangenantikorpers in Tabak (HIATT et al., 1989) wiederholt bewéhrt. Immunglobulinen aus Sdugern und
ihre entsprechenden rekombinanten Gegenstiicken aus Pflanzen sind dieselben Antigenbindungs- und
Neutralisationseigenschaften gemein (vgl. z.B. MA et al., 1994; YUSIBOV et al., 2011; LEE et al., 2013).
Dariiber hinaus ist die Produktion in Pflanzen im Vergleich zu jener in Séugetierzellen u.a. deswegen vorteilhaft,
da Pflanzen nicht steril gehandhabt werden miissen und sie keine komplexen Medien zum Wachstum und zur
Expression des Zielproteins bendtigen (HUANG ef al., 2010; ZEITLIN et al., 2013).

Material und Methoden

' P. falciparum K1 stammt aus Thailand, W2mef aus Siidostasien, HB3 aus Honduras und FCR-3 aus Gambia
(JENSEN und TRAGER, 1978; BHASIN und TRAGER, 1984; FOWLER et al., 2002; KORSINCZKY et al.,
2000). Stamm 3D7 wurde durch Subklonierung des P. falciparum-Isolats NF54 isoliert (WALLIKER et al.,
1987). NF54 stammt aus einem Spender, welcher in der Ndhe des Amsterdamer Flughafens (Niederlande) lebte;
der exakte geographische Ursprung des Isolats NF54 und folglich auch des Stamms 3D7 ist nicht genau bekannt
(WALLIKER et al., 1987; MILLER et al., 1993).

"' Die Antigene AMA1 (DiCo 14+2+3), MSP3, Pf38, PIMP, und E25T wurden von Jiirgen Drossard (AMA1
(DiCo 1+2+3)), Helga Schinkel (MSP3 und Pf38), Robin Kastilan (PIMP) und Alexander Boes (E25T) zur
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Verfiigung gestellt. PIMP und E25T sind Multidoménenproteine. PIMP beherbergt Epitope von MSP4, PfRhS5,
EBA-175, Pfs25 und CSP. E25T enthilt Bereiche von MSP1,9, MSP4, MSP8, MSP10, Pfs25 und CSP.

'2 Es sind stets Plasmodium falciparum-Antigene gemeint, falls nicht explizit andere Vertreter der Apicomplexa
angegeben sind.

' In Maastricht wurde das ,,FACSAria 11 Durchflusszytometer von Jozien Jaspers-Spits bedient. Rolf Fendel
bediente das ,,BD Influx“ Gerét in Aachen.

' Zur Erlduterung der Funktionsweise von CFCA Messungen sei auf die Publikationen von POL et al. (2007)
und WILLIAMS et al. (2012) verwiesen.

"> Die Antikorper mAbID7, mAb4G2 und mAbIF9, welche alle fir AMA1 spezifisch sind, vermogen
gleichzeitig an AMAI zu binden, da ihre jeweiligen Epitope nicht iiberlappen. MAb1D7 bindet weit entfernt von
der hydrophoben Bindungsfurche des AMAL.

' Die Bilder wurden von Rolf Fendel aufgenommen.

"7 Der tryptische Verdau und die die Analyse der Peptide mittels HPLC und Massenspektrometrie wurden von
Ivana Chudobova und Michael Kupper durchgefiihrt.

'8 Unter Zelllinie wird hier eine Kultur verstanden, die auf eine einzige Zelle zuriickgeht. Zellreihen hingegen
sind nicht monoklonal und kdnnen eine Mischpopulation mehrerer B Zellklone sein.

" Die Fihigkeit der Uberstinde B Zellen zu transformieren wurde mithilfe von Testtransformationen mit
frischen PBMCs untersucht (nicht dargestellt). Zwar lasst sich die Anzahl der Kopien des EBV Genoms je mL
mittels ,,real time“-PCR feststellen, jedoch ldsst diese Art der Analyse keinen direkten Riickschluss auf die
Qualitdt der kryokonservierten Viruspartikel und deren Infektiositit zu. Eine Testtransformation gibt hier mehr
Aufschluss.

% Die PBMCs ghanaischer Spender wurden von Otchere Addai-Mensah und Rolf Fendel in Zusammenarbeit mit
Maragret Frempong am KCCR in Kumasi, Ghana, isoliert und kryokonserviert.

*! In Ghana gehen fast alle Malariaerkrankungen auf P. falciparum zuriick; auBerdem ist Ghana in Bezug auf die
P. falciparum-Transmission holoendemisch. Es kommen 1 - 7.5 klinische Félle auf 1000 Menschen pro Jahr
(WHO, 2012).

2 Dies wurde vor Ort von einem Arzt mithilfe einer Anamnese festgestellt.

2 Summe der Clusterfliche [mmz] %, =G i. Mit i : Anzahl der Cluster einer bestimmten GroBe; i=1 ... k;
i € IN\ {0}; G, : GroBe eines Clusters in mm”. Mehrere Aspekte sind maBgeblich fiir die Wahl der Summe der
Clusterfliche als MaBl der Transformationseffizienz. Zum einen sind die Zellaggregate und deren
GroBenverteilung sehr heterogen. Zum anderen sind die Zellaggregate nicht monoklonal und spiegeln daher
folglich nicht das Zellwachstum einzelner, erfolgreich transformierter B Zellen wider.

** Diese Zeitspanne bis zum Testen der Uberstinde und der erneuten Fiitterung/ Expansion der Zellen héingt stark
von der Proliferation der Zellen ab. Je weniger Zellen je Napf vorgelegt und/ oder erfolgreich latent infiziert
wurden, desto langer dauerte es bis ein ELISA durchgefiihrt und die Zellen expandiert werden konnten.

2 LCLs tendieren dazu in Aggregaten zu wachsen, die mit dem bloBen Auge sichtbar sind und dazu fiihren
konnen, dass im Inneren gelegene Zellen unterversorgt sind. Diesen Effekt beobachtet man bei auch bei
kugelformigen Pilzmycelien in Submerskultur (WITTLER et al., 1986).

% Die initiale Parasitimie hing davon ab, wie stark die jeweiligen Stimme proliferierten. So zeigten Dd2 und
HB3 bspw. ein starkes Wachstum (Faktor 7 in 48 h); FCR-3 war wachstumsschwécher (Faktor 1,5 - 2 in 48 h).

" Die Kontrollreagenzien wurden von Ed Remarque (BG98), Alexander Boes (unspezifisches, polyklonales
Kaninchen-IgG) und Jiirgen Drossard (2G12) zur Verfiigung gestellt.

¥ Mab 2G12 ist ein humaner monoklonaler Antikérper, der sich gegen ein mannosereiches Epitop des gp120
Proteins von HIV-1 richtet (GRAM et al., 1994; CALARESE et al., 2003).

* Diese Analyse wurde von Rolf Fendel iibernommen.
%% Dies wurde von Claudia Hansen und Raphael Sceur durchgefiihrt.

*! Diese Chromatographien wurden von Stefan Rasche durchgefiihrt.
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32 Die Reinigungsschritte ab der Filtration durch Gase (Miracloth) und die Chromatographie fiihrten Alexander
Boes und Stefan Rasche durch.

Ergebnisse

33 PBMCs enthalten durchschnittlich 15% B Lymphozyten (PALMER et al., 2006); CD19"/ CD27" Gedichtnis
B Zellen stellen 20-32% der peripheren B Zellen gesunder Spender dar (SOUTO-CARNEIRO et al., 2009;
MOURA et al, 2010). TRAORE et al. (2009) fanden 0,03-0,05% AMAIl-spezifische bezogen auf alle
peripheren Geddchtnis B Zellen. Damit ldsst sich ein Prozentsatz von 0,0009-0,0024% der Gedéchtnis
B Lymphozyten im peripheren Blut, deren Antikdrper ein bestimmtes Malariaantigen erkennen, berechnen.

3% Zum einen konnte keine reproduzierbare Qualitit garantiert werden, da die Quelle der PBMCs heterogen in
der Art ist, dass (1) die jeweiligen Spender sich genetisch unterscheiden, sich unterschiedlich erndhren und
moglicherweise Medikamente einnehmen und (2) die Buffycoats, aus denen die PBMCs isoliert wurden,
unterschiedlich lange bei Raumtemperatur lagen bis sie bei der Transfusionsmedizin (Uniklinik Aachen)
abgeholt werden durften.

3% Zu diesem Zeitpunkt standen MSP3, Pf38 und die Multidoménenproteine E25T und PIMP noch nicht in
ausreichender Menge zur Verfiigung.

36 Sowohl Spender 0010 als auch Spender 0013 wurden ausgesucht, da deren Serum-IgG (1) im ELISA stark mit
verschiedensten plasmodialen Antigenen reagierte (u.a. AMAL, E25T) und (2) P. falciparum 3D7 in vitro zu
inhibieren vermochte. Fiir die entsprechenden Daten sei auf die Arbeiten von Otchere Addai-Mensah und
Stephanie Kapelski verwiesen.

7 LCLs bendtigen ohne Versorgerzellen eine Zelldichte von 1000 Zellen je mL in RPMI 1640 + 20% (V/V)
FKS in 20 pL in 96-Napf-Rundbodenplatten (20 Zellen je Napf), um wieder anzuwachsen. Werden weniger
Zellen eingesetzt, sterben die Zellen durch Apoptose/ Anoikis. Diese Daten wurden im Rahmen eines
Forschungspraktikums 2008 ermittelt.

3% Bei der Sicherung und Klonierung der Vy-, V- und V,-Sequenzen der in Maastricht transformierten B Zellen
halfen Susanne Bethke und Melanie Seidel. Bei der Klonierung der Vy-, V- und V;-Bereiche der in Aachen
generierten LCLs half Michael Krolik.

3% Im Falle der Sequenzen der in Maastricht transformierten Zellen war dies oftmals nicht nachvollziehbar. Dies
ist dem Umstand geschuldet, dass die Information {iber den Isotyp bei der verschachtelten PCR mit V- und Jy-
spezifischen Primern verlorengeht.

* Dies kann mit Sicherheit gesagt werden, da alle Amplikons unabhingiger PCR-Reaktionen diese Mutation
aufwiesen.

*! Bei Testexpressionen der rekombinanten Antikérper aus den in Maastricht erzeugten LCLs halfen Susanne
Bethke und Melanie Seidel. Michael Krolik half bei Testexpressionen der rekombinanten IgG, welche aus
B Zellen stammten, die in Aachen transformiert worden waren.

2 Die Bestimmung von Abschnitten war insbesondere dann nicht méglich, wenn sie nicht von Gensegmenten
kodiert waren, sondern als N-Nukleotide bei der Zusammenstellung der V-, (D-) und J-Gensegmente in der
B Zellentwicklung de novo erzeugt wurden.

* HumAb10.1 trigt die schwere Kette des humAb10.2 und die leichte Kette des humAb10.3. Es gibt folglich
keine lymphoblastoide Zelllinie, die diesen Antikdrper sezerniert. Die ¢cDNS zur Sicherung der variablen
Bereiche des humAbAMAT1 wurde fiinf Wochen nach der EBV Infektion der B Zellen gewonnen. Es liegt keine
humane Zellreihe vor, die diesen Antikdrper produziert.

* Wenngleich dieselben Seren auch gegen andere rekombinant exprimierte plasmodiale Proteine getestet
wurden, so z.B. gegen MSP4, PIMP und P{38, werden an dieser Stelle lediglich die Ergebnisse der ELISA mit
MSP10 und AMA1 dargestellt. MSP4, PIMP und Pf38 wurden ebenfalls von den ghanaischen Seren erkannt,
nicht jedoch von Seren naiver Spender.

* Der Mittelwert der Mittelwerte der Extinktion bei dsRed-MSP10-EGF1 lag bei 100-facher Verdiinnung bei
0,414 (£ 0,383). Der entsprechende Wert bei dsRed-MSP10-EGF2 lag bei 0,303 (£ 0,243). Der Mittelwert der
Mittelwerte bei 1:100 Verdiinnung des dsRed lag bei 0,131 (£ 0,027). Sowohl fiir dsRed-MSP10-EGF1 als auch
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fiir dsRed-MSP10-EGF2 waren diese Unterschiede signifikant (p < 0,0001 bzw. p < 0,002 im zweiseitigen
t-Test).

% Der gemittelte Mittelwert der Extinktion bei nativen E25T lag bei 0,720 (+0,198), jener des reduzierten
Pendants bei 0,108 (+ 0,034). Der Unterschied erwies sich in einem zweiseitigen t-Test als signifikant
(p <0,0001).

" Der Mittelwert der Mittelwerte der Extinktion bei der nativen Variante des AMA1 3D7 lag bei 0,610 (£ 0,220)
und bei der reduzierten Form bei 0,258 (+ 0,188). Im zweiseitigen t-Test zeigte sich ein signifikanter
Unterschied (p < 0,0001).

* Diese Messungen wurden freundlicherweise von Holger Spiegel durchgefiihrt.

% AMA1 FCR-3/FVO und AMA1 HB3 wurden freundlicherweise von Ed Remarque zur Verfiigung gestellt.

Diskussion

* DMEM enthilt z.B. im Gegensatz zu RPMI weniger Arginin, weniger myo-Inosit, kein Asparagin und keine
Asparaginsédure, dafiir jedoch hohere Konzentrationen der Aminosduren Glycin, Leucin, Isoleucin, Lysin,
Methionin, Phenylalanin, Serin, Threonin, Tryptophan und Valin sowie hohere Gehalte der Vitamine Folséure,
Niacinamid, D-Panthothensdure, Pyridoxin, Riboflavin und Thiamin.

3! Siehe FuBnote 50.

52 In diesem Experiment wurden 100.000 frische PBMCs je Napf verwendet und mit einem Volumenanteil von
6,25% konditioniertem, vier Tage altem Medium in RPMI 1640-basiertem Medium transformiert. Der Einfluss
des Kasumi-1 Zellkulturiiberstands war signifikant im Vergleich zur Kontrolle mit unverbrauchtem Medium
(p<0,01 in einem zweiseitigen t-Test). Wollte man die verantwortlichen 19slichen Faktoren genauer
analysieren, bote es sich an ein Zytokinprofil der Kulturiiberstinde der Kasumi-1 und der erfolgreich
transformierten LCLs zu erstellen.

>3 Diesem Phianomen liefe sich mithilfe einer durchflusszytometrischen Messung auf den Grund gehen, indem
die Population der zum Wachstum angeregten Zellen hinsichtlich der vorhandenen, charakteristischen
Oberflachenmarker analysiert wird. Geeignete Oberflaichenmarker wiaren CD3, CD4, CD8 fiir T Zellen, CD19,
CD21, CD22 und B Zellrezeptoren (surface IgG, slgA, sIgE, sIgM) fiir B Zellen, CD16 und CD56 fiir NK
Zellen sowie CD14 und CD64 fiir Monozyten / Makrophagen.

5% Siehe FuBnote 33.

> Mit den zur Sortierung und fiir den ELISA eingesetzten Proteinen MSP1,,, AMA1, MSP3, Pf38, E25T und
PIMP sind insgesamt Epitope von elf P. falciparum Antigenen abgedeckt. E25T enthilt Epitope von MSP1,
MSP4, MSP8, MSP10, Pfs25 und CSP. PIMP setzt sich zusammen aus Bereichen von MSP4, PfRh5, EBA-175,
Pfs25 und CSP.

*% Der genaue Zeitpunkt der Analyse geht aus der entsprechenden Publikation jedoch nicht hervor.

7 Dieser Aspekt wurde adressiert, indem eine Reamplifikation der Produkte der Spektratyping PCR
durchgefiihrt wurde und deren Fragmente erneut analysiert wurden (nicht dargestellt). Allerdings zeigte sich
damit keine Verbesserung. Auch hier zeigten 60% der Kulturen kein Amplikon, darunter Kultur 1/E4; 27%
erschienen monoklonal, 13% erschienen triklonal.

% In vielen anderen Publikationen, in denen humAbs beschrieben werden, die mittels EBV Transformation
generiert wurden, finden sich keine Angaben zur initial eingesetzten Anzahl der B Zellen (vgl. ZHU et al., 2007,
CORTI et al., 2010a; MACAGNO et al., 2010; STUBBS et al., 2011; LINDESMITH et al., 2012).

% Zwar konnte dies auch durch eine suboptimale Anreicherung, etwa durch Kreuzreaktivitit unspezifischer
B Zellen mit den fluoreszenzmarkierten Antigenen zuriickzufiihren sein. Allerdings wurde in Vorabversuchen
mit B Zellen europiischer Spender keine Reaktivitit mit ebendiesen Antigenen festgestellt (nicht dargestellt).

% An dieser Stelle mangelt es an direkten Vergleichswerten, denn bisher wurde die EBV Transformation
antigenspezifisch sortierter B Zellen noch nicht beschrieben.

%! Die Beanspruchung personeller und materieller Ressourcen war hingegen signifikant geringer.
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62 Die Infomation iiber Stufen zwischen dem nicht mutierten Vorldufer und humAbAMA1 konnte gewonnen
werden, indem AMA1-bindende B Zellen des Spenders 0010 durchflusszytometrisch angereichtert und deren
Vy-Bereiche sequenziert wiirden. Dies wire analog zur Herangehensweise von LIAO et al., 2013 und DORIA-
ROSE et al., 2014 zur Analyse der in vivo Entwicklung von HIV-1 Antikérpern mit breitem Wirkungsspektrum.

63 Zwar wird der Zeitbedarf einer Affinititsreifung vom Grad der Variabilitit des Zielantigens, dessen Haufigkeit
und dem Grad und der Haufigkeit der Exposition mit dem dazugehdrigen Pathogen abhdngen. So ist
anzunehmen, dass die Entwicklung hochpotenter HIV-1-spezifischer bnAbs durch die hohe Variabilitdt der
viralen Proteine und die stdndige Exposition mit unterschiedlichsten Quasispezies schneller vonstatten gehen
konnte als die Entwicklung hochpotenter anti-plasmodialer Antikorper. Die erforderliche Zeit der Reifung der im
Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Antikorper wird daher moglicherweise unterschétzt.

% Diesem Aspekt wird unter Abschnitt IV.10.1. mehr Aufmerksamkeit geschenkt.

% Nur 9 der 31 Seren erkannten MSP4-EGF bei 1:100-facher Serumverdiinnung stark (E 40s0m > 0,5) (nicht
dargestellt).

% Es ist dariiber hinaus moglich, dass Antikorper nicht nur die Affinitit sondern sogar die Spezifitit génzlich
verlieren. So erkannten humAb10.3 und humAbAMALI1 ihre Zielantigene nicht mehr, wenn sie andere als die
jeweiligen authentischen leichten Ketten trugen (vgl. Abbildung 13(A); humAbAMAT Daten nicht dargestellt).

7 Andere Mitglieder der Anionenaustauscherfamilie, wie AE2 und AE3, welche 74% bzw. 68%
Sequenzhomologie mit AE1 aufweisen, sind jedoch nicht auf humanen roten Blutkdrperchen vorhanden
(MEDINA et al., 1997; LOHI et al., 2002).

% Auf die Moglichkeit der Untersuchung der Interaktionspartner des MSP10 wird im Ausblick niher
eingegangen.

% Direkt vergleichbare Werte zur durch die MSP10-spezifischen humAbs bedingten Inhibition gibt es in der
Literatur nicht. So wurde z.B. die Inhibition durch mAb12.8 und mAb12.10 nicht wie in der vorliegenden Arbeit
mit dem pLDH-basierten Test durchgefiihrt, sondern durch mikroskopische Bestimmung der Parasitimie (vgl.
BLACKMAN et al., 1990; LAZAROU et al., 2009). MAb12.8 und mAb12.10 waren schon bei Konzentrationen
von 0,1 — 1 mg/mL aktiv (BLACKMAN et al., 1990, Abbildung 4; LAZAROU et al., 2009, Abbildung 5).

" MSP1 wird durch die Subtilisin-dhnlichen Proteasen 1 und 2 (SUBI und SUB2) gespalten (CHILD et al.,
2010). Fiir SUB1 wurde eine Konsensussequenz identifiziert: I/L/V-T-X-G/A-II-|-X (X: beliebiger
Aminosaurerest; [1: polare Aminosdureseitenkette; |: Spaltung) (SILMON DE MONERRI et al., 2011). MSP10
enthilt jedoch kein solches Sequenzmotiv. Neben SUBI konnten noch SUB2 oder SUB3 in Frage kommen.
Letzteres wurde 2013 von ALAM et al. (2013) beschrieben. Etwaige Konsensussequenzen sind bei diesen
beiden Enzymen jedoch noch nicht bekannt.

' Nach der Priinvasionsphase wird schlieBlich die ,,Moving Junction* ausgebildet; der Merozoit dringt in den
Erythrozyten ein und die Echinozytosephase beginnt, in der die parasitophore Vakuole gebildet wird und das
Blutkdrperchen die namensgebende morphologische Deformation durchlduft (YAHATA et al., 2012).

7 Andere anti-plasmodiale Antikorper, wie murine PfRh5-spezifische IgG zeigen ECsp-Werte in einem
dhnlichen Bereich (50-100 pg/mL) (DOUGLAS et al., 2014). MSP1-spezifische, polyklonale IgG semi-immuner
Spender weisen ECso-Werte von 390 pg/mL bis 2,04 mg/mL auf (MIURA et al., 2009).

B Toxoplasma gondii, welche wie Plasmodien dem Stamm der Apicomplexa angehoren, besitzt hingegen solche
paralogen Proteine sporoTgAMAT1 und sporoTgRON2 neben TgAMA1 und TgRON2 (POUKCHANSKI et al.,
2013).

™ In Bezug auf den Polymorphismus der Reste, die diese essentielle Ligandenbindungsstelle umgeben, liegt eine
Analogie zu den variablen Bereichen der Rezeptoren anderer Humanpathogene vor, wie z.B. bei gp120 (HIV-1)
und dessen CD4-Bindungsstelle und bei Hamagglutinin (Influenzaviren) und dessen Sialinséure-Bindungstasche
(SKEHEL und WILEY, 2000; CHEN et al., 2005; BAI et al., 2005).

7 Mit zunechmendem Alter werden zwar das Spektrum der anti-plasmodialen Antikorper breiter und der
Immunschutz immer besser (vgl. BAIRD, 1995; CHELIMO et al., 2005; OSIER et al., 2008), jedoch ist ein
hoher anti-plasmodialer Antikorpertiter nicht notwendigerweise gleichbedeutend mit einer protektiven
Immunantwort (CHUANGCHAIYA und PERSSON, 2013).
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Ausblick

® Die »Moving Junction®, zwischen Merozoit und rotem Blutkorperchen, die sich ohne die AMA1:RON2-
Interaktion nicht ausbildet (LAMARQUE et al., 2011), wandert wihrend der Invasion wie ein versiegelnder
Ring entlang des Merozoiten bis sich ebendieser vollstdndig in das rote Blutkdrperchen gezogen und sich die
Erythrozytenmembran wieder geschlossen hat (AIKAWA et al., 1978, 1981; RIGLAR et al., 2011). Nach
diesem Verschluss bleibt die enge Verbindung der Merozoitenmembran und der neu gebildeten Membran der
parasitophoren Vakuole im Erythrozyteninneren bestehen (AIKAWA et al., 1978, Abbildung 8). Dieser
Umstand und die Tatsache, dass sich AMA1 nach der Invasion immer noch am anterioren und am posterioren
Ende des Merozoiten im Inneren des roten Blutkorperchens befindet (RIGLAR et al., 2011, Abbildung 2(A) und
(B)), sprechen dafiir, dass AMA1-Spaltprodukte keinesfalls vollstidndig in das Plasma gelangen.

7 Falls die Wirksamkeit des humAbAMAL tatsichlich durch im Plasma befindliche Spaltprodukte des AMA1
herabgesetzt werden konnte, konnte man dieser Problematik durch eine vorherige therapeutische Plasmapherese
begegnen oder indem humAbAMA1 mehrfach — mit einem adéquaten zeitlichen Abstand — verabreicht wird.

¥ Sowohl das erste als auch das zweite EGF-Motiv des MSP10 besitzen jeweils weniger als 50% Homologie mit
humanen EGF-Motiven; ldsst man die konservierten Cystinknotenmotive aufler Betracht, liegt die Homologie
sogar jeweils unter 35%. Die grofite Homologie zu MSP10-EGF1 besitzt ein Abschnitt des humanen Proteins
Interphotorezeptor Matrix Proteoglykan 1 (Aminoséurereste 470-498) mit 45,2%. Die grofite Homologie zu
MSP10-EGF2 hat ein Teil des humanen Proteins MEGF7 (Aminosaurereste 28-55) mit 46,3%. Die Analyse
erfolgte mithilfe des Algorithmus ,,blastp® (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).
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VIIIL.2. Transkriptionslevel von AMA1, MSP1 und MSP10
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Abbildung 31: Grafische Darstellung der relativen Transkriptionslevel von P. falciparum AMA1, MSP1
und MSP10 wihrend der 48 Stunden eines asexuellen Entwicklungszyklus im Blut. Die Rohdaten
entstammen den zusétzlichen Information der Publikation von BOZDECH et al. (2003), Tabelle S7.
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VIIL.3. Oligonukleotide

Tabelle 19: Primer aus TILLER er al. (2008),

die in der vorliegenden Arbeit zur Sicherung

Klonierung variabler Bereiche humaner Antikorper verwendet wurden. Restriktionsschnittstellen
durch Unterstreichung markiert.

und
sind

Bezeichnung

Sequenz

Primer fiir die Sicherung und Klonierung von Vy-Bereichen:

5¢°L-VH 1 5‘-ACAGGTGCCCACTCCCAGGTGCAG-3¢

5L VH3 5-AAGGTGTCCAGTGTGARGTGCAG-3*

5¢L-VH 4/6 5-CCCAGATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAG-3*

5¢L-VH 5 5“CAAGGAGTCTGTTCCGAGGTGCAG-3*

5"Agel VH 1 5’-CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGGTGCAG-3*
5" Agel VH 1/5 5-CTGCAACCGGTGTACATTCCGAGGTGCAGCTGGTGCAG-3*
5"Agel VH 3 5’CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGGTGGAG-3¢
5" Agel VH 3-23 5’-CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGTTGGAG-3¢
5" Agel VH 4 5-CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGCAGGAG-3¢

5" Agel VH 4-34

5-CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTG-3¢

5" Agel VH 1-18

5“CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTTCAGCTGGTGCAG-3*

5"Agel VH 1-24

5-CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTCCAGCTGGTACAG-3¢

5" Agel VH 3-33

5’CTGCAACCGGTGTACATTCTCAGGTGCAGCTGGTGGAG-3*

5" Agel VH 3-9 5-CTGCAACCGGTGTACATTCTGAAGTGCAGCTGGTGGAG-3*
5" Agel VH4-39 5-CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGCTGCAGCTGCAGGAG-3*
5" Agel VH 6-1 5-CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTACAGCTGCAGCAG-3*
3’CyCH1 5’GGAAGGTGTGCACGCCGCTGGTC-3¢

3'CpCH1 5“GGGAATTCTCACAGGAGACGA-3°

3" Sall JH 1/2/4/5 5*-TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCAG-3¢

3'Sall JH 3 5*-TGCGAAGTCGACGCTGAAGAGACGGTGACCATTG-3¢

3’ Sall JH 6 5’TGCGAAGTCGACGCTGAGGAGACGGTGACCGTG-3¢

Primer fiir die Sicherung und Klonierung von V -Bereichen:

5'LVk 172 5-ATGAGGSTCCCYGCTCAGCTGCTGG-3*

5'LVk3 5-CTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAG-3*

5'L Vx4 5“-ATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTG-3

5" Agel Vk 1-5 5-CTGCAACCGGTGTACATTCTGACATCCAGATGACCCAGTC-3¢

5" Agel Vk 1-9 5“-TTGTGCTGCAACCGGTGTACATTCAGACATCCAGTTGACCCAGTCT-3¢

5" Agel Vk 1D-43

5-CTGCAACCGGTGTACATTGTGCCATCCGGATGACCCAGTC-3¢

5" Agel Vk 2-24

5’-CTGCAACCGGTGTACATGGGGATATTGTGATGACCCAGAC-3¢

5" Agel Vi 2-28

5“CTGCAACCGGTGTACATGGGGATATTGTGATGACTCAGTC-3¢

5" Agel Vk 2-30

5-CTGCAACCGGTGTACATGGGGATGTTGTGATGACTCAGTC-3¢

5" Age Vi 3-11 5“-TTGTGCTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATTGTGTTGACACAGTC-3¢
5" Age Vk 3-15 5-CTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATAGTGATGACGCAGTC-3¢

5" Age Vk 3-20 5“-TTGTGCTGCAACCGGTGTACATTCAGAAATTGTGTTGACGCAGTCT-3¢
5" Age Vi 4-1 5-CTGCAACCGGTGTACATTCGGACATCGTGATGACCCAGTC-3¢

3" Ck 543 5-GTTTCTCGTAGTCTGCTTTGCTCA-3¢

3" Ck 494

5“GTGCTGTCCTTGCTGTCCTGCT-3¢
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Tabelle 19. (Fortsetzung)

Vil

. Anhang

Bezeichnung Sequenz

3" BsiWI Jk 1/4 5°-GCCACCGTACGTTTGATYTCCACCTTGGTC-3¢
3'BsiWI Jk 2 5-GCCACCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTC-3¢
3'BsiWl Jk 3 5“GCCACCGTACGTTTGATATCCACTTTGGTC-3¢
3'BsiWl Jk 5 5-GCCACCGTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTC-3¢

Primer fiir die Sicherung und Klonierung von V;-Bereichen:

5'LVA1 5-GGTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTG-3¢

5'"L VA2 5“GGTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTG-3¢

5'L VA3 5“GCTCTGTGACCTCCTATGAGCTG-3¢

5"L VA 4/5 5“GGTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTG-3¢

5'L VL6 5“GTTCTTGGGCCAATTTTATGCTG-3'

5'L VLT 5-GGTCCAATTCYCAGGCTGTGGTG-3¢

5'"L VA8 5“GAGTGGATTCTCAGACTGTGGTG-3¢

5"Agel VA 1 5-CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTGACKCAG-3¢
5"Agel VA2 5-CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTGACTCAG-3¢
5"Agel VA 3 5“CTGCTACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTGACWCAG-3°
5" Agel VA 4/5 5-CTGCTACCGGTTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTGACTCA-3¢

5" Agel VA 6 5“CTGCTACCGGTTCTTGGGCCAATTTTATGCTGACTCAG-3*

5' Agel VA 7/8

5-CTGCTACCGGTTCCAATTCYCAGRCTGTGGTGACYCAG-3*

3'Ch

5“CACCAGTGTGGCCTTGTTGGCTTG-3*

3" Xhol CA

5“CTCCTCACTCGAGGGYGGGAACAGAGTG-3¢
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Tabelle 20: Primer fiir die Fragmentanalyse. Diese Oligonukleotide entsprechend jenen, die von FRAUSSEN

et al. (2010) publiziert wurden.

Bezeichnung Sequenz

Vorwirtsoligonukleotide fiir die Geriistregion 1 humaner Vy Bereiche:

VHI-FR1 5’-GGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAG-3’
VH2-FR1 5’-GTCTGGTCCTACGCTGGTGAAACCC-3’
VH3-FR1 5’-CTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTG-3’
VH4-FR1 5’-CTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTG-3’
VHS5-FR1 5’-CGGGGAGTCTCTGAAGATCTCCTGT-3’
VH6-FR1 5’-TCGCAGACCCTCTCACTCACCTGTG-3’
Vorwirtsoligonukleotide fiir die Geriistregion 2 humaner Vy Bereiche:
VHI1-FR2 5’-CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA-3’
VH2-FR2 5’-TGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGG-3’
VH3-FR2 5’-GGTCCGCCAGGCTCCAGGGAA-3’
VH4-FR2 5’-TGGATCCGCCAGCCCCCAGGGAAGG-3’
VHS5-FR2 5’-GGGTGCGCCAGATGCCCGGGAAAGG-3’
VH6-FR2 5’-TGGATCAGGCAGTCCCCATCGAGAG-3’
VH7-FR2 5’-TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAA-3’
Vorwirtsoligonukleotide fiir die Geriistregion 3 humaner Vy Bereiche:
VHI1-FR3 5’-TGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGA-3’
VH2-FR3 5’-CAATGACCAACATGGACCCTGTGGA-3’
VH3-FR3 5’-TCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC-3’
VH4-FR3 5’-GAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACG-3’
VHS5-FR3 5’-CAGCACCGCCTACCTGCAGTGGAGC-3’
VH6-FR3 5’-GTTCTCCCTGCAGCTGAACTCTGTG-3’
VH7-FR3 5’-CAGCACGGCATATCTGCAGATCAG-3’

Riickwirtsoligonukleotid fiir die Verbindungsregion (Jg)

FAM JH-con 5'-FAM-CTTACCTGAGGAGACGGTGACC-3'
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VII1.4. Gesicherte variable Bereiche humaner Antikorper

Die folgenden Tabellen fassen die variablen Bereiche der schweren und leichten Ketten jener
humanen Antikorper zusammen, die mithilfe des erweiterten TILLER Primersatzes (TILLER
et al., 2008) aus EBV-transformierten B Zellen gesichert wurden.

Tabelle 21: Zusammenfassung der Vy-Bereiche aus lymphoblastoiden Zellen der in Maastricht
durchgefiihrten Transformation (August 2011). Die Sicherung erfolgte wie unter Abschnitt 11.2.3.3.
beschrieben. Die Analyse erfolgte mithilfe des V Quest Werkzeugs (www.imgt.org). Die Tabelle gibt, sofern
moglich, aulerdem Auskunft {iber den Isotyp der Antikorper. Diese Information geht bei der Durchfithrung der
verschachtelten PCR mit V- und Jy-spezifischen Oligonukleotiden verloren. Die Keimbahnhomologie bezieht
sich auf den dem V Gensegment entsprechenden Bereich.

Schwere Ketten
Gensegmente Keinbahn-
Kultur CH VH g einba n
A\ D ] homologie
IGHV3-23*01 F oder
IgM 3 IGHD5-18*%01 F | IGHJ6*03 F 1009
ycs |8 IGHV3-23D*01 F %
? 4 IGHV4-39*%01 F IGHD2-15*%01 F |IGHV4-39*01 F 100%
? 3 IGHV3-9*%01 F IGHD3-10*01 F | IGHJ4*02 F 99%
D2 ? 4 IGHV4-59*03 F IGHD3-16*01 F | IGHJ6*02 F 93%
? 1 IGHV1-3*01 F (kein Resultat) IGHJ3*02 F 98%
? 3 IGHV3-23*04 F IGHD5-18*%01 F | IGHJ6*03 F 99%
IGHJ5*01 F oder
_4* EoloX ) 0
5/E8 IgG 4 IGHV4-4*07 F IGHD3-22*01 F [GHIS*02 F 83%
5/F6 IgG 3 IGHV3-23*04 F IGHD3-22*01 IGHJ4*02 F 87%
7/D5 ? 4 IGHV4-4*07 F IGHD3-10*01 F | IGHJ6*02 F 100%

Tabelle 22: Zusammenfassung der V- und V,-Bereiche aus lymphoblastoiden Zellen der in Maastricht
durchgefiihrten Transformation (August 2011). Die Sicherung erfolgte wie unter Abschnitt 11.2.3.3.
beschrieben. Die Analyse erfolgte mithilfe des V Quest Werkzeugs (www.imgt.org). Die Keimbahnhomologie
bezieht sich auf den dem V Gensegment entsprechenden Bereich.

Leichte Ketten
Kultur v, Gensegmente Kembahl.l—
\Y4 J homologie
V2 IGKV2-28*01 F oder IGKV2D-28*01 F 1IGKJ4*01 F 99%
1es V.7 IGLV7-43*01 F IGLJ3*02 F 100%
4/D2 Vi1 IGKV1-5*%03 F IGKJ1*01 F 98%
5/E8 V3 IGKV3-20*01 F IGKJ1*01 F 87%
5/F6 V.3 IGKV3-20%01 F IGKJ1*01 F 91%
7/D5 V3 IGKV1-5*%03 F IGKJ1*01 F 99%
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Tabelle 23: Zusammenfassung der
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Vyu-Bereiche aus lymphoblastoiden Zellen der in Aachen

durchgefiihrten Transformation (August 2012). Die Sicherung erfolgte wie unter Abschnitt 11.2.3.3.
beschrieben. Die Analyse erfolgte mithilfe des V Quest Werkzeugs (www.imgt.org). Die Tabelle gibt auerdem
Auskunft {iber den Isotyp der Antikorper. Die Keimbahnhomologie bezieht sich auf den dem V Gensegment
entsprechenden Bereich.

Schwere Ketten

Kultwr | Cyp | Vi Gensegmente Keinbahr.l-
AV D ] homologie
IGHV1-69*06 F
1/D9 | IgG 1 oder IGHV1-69%09 F IGHD2-21*01 F | IGHIJ3*02 F 85%
IgG 4 IGHV4-39*07 F IGHD3-16*01 F | IGHJ4*02 F 88%
Ve IgG | 3 . df@g\;“:gi 0F3 g | IGHD3-16*01F | IGHJ4*02 F 95%
2/D6 | IgG 4 IGHV4-39*01 F IGHD6-19%01 F | IGHJ4*02 F 98%
4/C4 IgG 4 IGHV4-30-4*01 F IGHD3-16*¥02 F | IGHJ4*02 F 90%
6/F10 | IgG 4 IGHV4-39*07 F IGHD5-12*01 F | IGHJ4*02 F 90%
8/E5 | IgM 3 IGHV3-30%02 F IGHD1-7*01 F IGHJ4*02 F 100%
11/C10 | TgG 3 IGHV3-7*01 F IGHD5-24*01 IGHJ4*02 F 90%
12/C4 | IgA 4 IGHV4-34*01 F IGHD5-18*01 F | IGHJ6*02 F 100%
IgM 3 IGHV3-49*03 F IGHD2-21*¥02 F | IGHJ4*02 F 95%
12/b7 IgM 1 IGHV1-2*02 F (kein Resultat) IGHJ4*02 F 100%
14/E9 | IgM 1 IGHV1-18*01 F IGHD3-22*01 F | IGHJ4*02 F 100%
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Tabelle 24: Zusammenfassung der V.- und V,-Bereiche aus lymphoblastoiden Zellen der in Aachen
durchgefiihrten Transformation (August 2012). Die Sicherung erfolgte wie unter Abschnitt 11.2.3.3.
beschrieben. Die Analyse erfolgte mithilfe des V Quest Werkzeugs (www.imgt.org). Die Keimbahnhomologie
bezieht sich auf den dem V Gensegment entsprechenden Bereich.

Leichte Ketten
Kultur v, . Gensegmente J ﬁgﬁi};é
Vil IKV1-5*%03 F IKJ3*01 F 97%
1/E4 V.2 IKV2-28*01 F oder IKV2D-28*01F IKJ2*01 F 98%
V,.3 IGLV3-25*03 F IGLJ2*01 F 89%
Vil IKV1-39*01 F oder IKV1D-39*01 F 1KJ4*01 F 89%
4/C4 Vil IKVID-8*01 F IKJ3*01 F 90%
V,.2 IGLV2-23*02 IGLJ1*01 F 93%
V3 IKV3-20*01 F IKJ1*01 F 96%
O/F10 V.4 IKV4-1*01 F IKJ1*01 F 94%
Vi1 IGKV1-5*%03 F IGKJ4*01 F 89%
V2 IGKV2-28*01 F oder IGKV2D-28*01 F IGKJ1*01 F 93%
V.3 IGKV3-20*01 F IGKJ1*01 F 89%
V.3 IGKV3-20*01 F IGKJ1*01 F 93%
Vi3 IGKV3-20*01 F IGKJ1*01 F 93%
11/C10 Vil IGKV1-39*01 F oder IGKV1D-39*01 F IGKIJ2*01 F 82%
IGKJ4*01 F oder
V.2 IGKV2-28*01 F oder IGKV2D-28*01 F IGKJ4*02 F 93%
Vi3 IGKV3-15*%01 F IGKJ5*01 F 93%
V.4 IGKV4-1*01 F 1GKJ4*01 F 94%
V.4 IGKV4-1*01 F IGKJ3*01 F 97%
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VIILS. Vergleich der affinititsgereiften Antikorper mit ihren nicht mutierten
Vorliufern: zusitzliche Information der kodierenden Sequenzen

VH
VH

VH
VH

VH
VH

VH
VH

VH
VH

VH
VH

Vk.
Vk.

Vk.
Vk.

Vk.
Vk.

Vk.
Vk.

Vk.
Vk.

Vk.
Vk.

.humAbl0.
.humAbl0.

.humAb10.
.humAbl0.

.humAb10.
-humAbl0.

.humAb10.
.humAblo0.

.humAb10.
-humAbl0.

.humAbl10.
.humAbl0.

humAbl0.
humAbl0.

humAb10.
humAblO.

humAbl0.
humAbl0.

humAbl0.
humAbl0.

humAb10.
humAblO.

humAbl0.
humAb10.

2(5/F6) affinitdtsgereift
2(5/F6)7nicht7affinitétsgereift

2(5/F6)_affinitdtsgereift
2(5/F6)7nichtiaffinitétsgereift

2(5/F6)_affinitdtsgereift
2(5/F6)7nichtiaffinitétsgereift

2(5/F6)_affinitdtsgereift
2(5/F6)7nicht7affinitétsgereift

2(5/F6) affinitidtsgereift
2(5/F6)7nicht7affinitétsgereift

2(5/F6) affinitidtsgereift
2(5/F6) _nicht_affinitédtsgereift

2(5/F6) affinitatsgereift
2(5/F6)7nichtiaffinitétsqereift

2(5/F6)_affinititsgereift
2(5/F6)7nichtiaffinitétsgereift

2(5/F6)_affinitatsgereift
2(5/F6)_nicht_affinitatsgereift

2(5/F6)_affinitatsgereift
2(5/F6)7nichtiaffinitétsgereift

2(5/F6)_affinitatsgereift
2(5/F6) _nicht affinitatsgereift

2(5/F6) affinitatsgereift
2(5/F6)_nicht_affinitatsgereift

GAAGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTTGGTAAAGCCGGGGGGGTCCCTGAGGCTC
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTC
dok kokkokkkokokkkkk ok kkkkokkkkhhkhh hkkhkkokk hkkk hhkkkkhkkhokkkkk kokk

TCCTGTGTGGTCTCTC TTCAGAATTTCCACCTCA ! ATGAGCTGGGTCCGCCAGGTT

TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCT
dokokok ok kok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok kk ko kk kkkkkkk Ak kA kkkkAkk kA K

CCAGGGAAGGGACTGGAGTGGGTCTCAGATATTAGTGAGAGTGGAGGTAGTA!GGACTAC

CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTAC
ko kkkkkhkk Ak hkkkkhhkkkhhhhk hhkhkhhk  hhhhh hhkAkk * ok k kK

GCAGACTCCGTGAGGGGCCGCTTCACCATTTCCAGAGACACTTCCAAGAACACACTTTAT

GCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTAT
ok k ok ok kokkkkokkk kkkkhk AAhkhhh Ak hhhkhhkkhhk hhhhkhhkkhkk kk kkk

CTGCAAATGAACAGCCTGGGCGCCGACGACACGGCCCTTTATTACTGCGCGAAATCCGTG

CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAANNNNNN
kkkokokkkkkkkkkkkkkk k kkkkk kkkkkkkkk ok kkkkkkkk kokkokokk

GGCTACTTTGATACTTCTGGTTATTACAGATGGGACTACTTTGACTCCTGGGGCCAGGGA
NNNTACTATGATAGTAGTGGTTATTACNNNNNNNACTACTTTGACTACTGGGGCCAGGGA

ok ok ok kkkkk ok kokokkok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok kK Kk Kk ok Kk ok ok ok ok ko

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGACACCCTGTCTTTGTCTCCAGC AGACTGCCACC

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
sk ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kok ok ok ok ok

CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGACTGTAAGAAGGAACTlCTTAGCCTGGTACCAGCAGAAA

CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAA
ok kkkkok  kkok kk kk ok kk kkkokkkok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok

CCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCA

ek ke ke k ok ke k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok sk k ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok

GACAGGTTCAGTGGCAGTGGTTTTGGGACAGACTTCACTCTCACCGTGAGCGGACTGGAG

GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kk ok ok kokkk ok kokk  kokokok ok ok ok ok

CCTGAAGATTTTGCAGTATATTACTGTCAGCAGTACGGTACTTCTCCTCGGALATTCGGC

CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTCGGACGTTCGGC
ok ok ok ok kokkkokkkkokkk ok kokkkkkkkkkkkkkkk ok kkkk  kk kokkkkkokok  kokkok ok ok

CAAGC CCAAGGTGGAGATCAAAC 325
CAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC 325

ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

60

120
120

180
180

240
240

300
300

Abbildung 32: Vergleiche der DNS-Sequenzen der Vy- und V,-Bereiche des Antikérpers humAb10.2 und
jenen seines nicht affinititsgereiften Vorldufers. Die Sequenz der nicht mutierten variablen Bereiche wurden
basierend auf der V Quest Analyse (www.imgt.org) bestimmt. Sofern die Nukleotide nicht eindeutig bestimmt
werden konnten, wurden entsprechende Abschnitte durch konsekutive ,N° ersetzt. Bereiche, die den CDRs

entsprechen, sind mit blauen Pfeilen kenntlich gemacht. , *

3

mithilfe von Clustal Omega durchgefiihrt (http://www.ebi.ac.uk).

: identische Nukleotide. Die Vergleiche wurden
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VIII. Anhang

VH.humAb10.3(5/E8) affinitdtsgereift CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGACCAGGCCTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTTTCTC 60

VH.humAbl0.3(5/E8) nicht affinitdtsgereift CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC 60
dkk ok ok kok ok kok ok kk ok ok ok ok ok kokkk ok kkkkk Ak kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk ok kk

VH.humAb10.3(5/E8) affinitidtsgereift ACCTGCAGCGTCTCTCTTAGGTCCATGAGTGATTACTATTGGAGTTGGGTCCGGCAGCCC 120

VH.humAbl0.3(5/E8) nicht affinitdtsgereift ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGTAGTTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGCCC 120
kkokokkkok  kokkkkk ok ok kkkkk kkk  kkkkkk kkkkk kkk kkkkkkkokkkk
VH.humAb10.3(5/E8) _affinitidtsgereift GCCGGGAAGGGACTGGAGTGGATGGGGCGGATCACCG CCTGGGACCACLAACTACAAC 180
VH.humAbl0.3(5/E8) nicht affinitdtsgereift GCCGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGCGTATCTATACCAGTGGGAGCACCAACTACAAC 180
ok k ko k ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok k ok ok k k ok k ok ok ok Kk ok Kok A kkkk ok ok ok ok ok Kok ok k ok ok Kk
VH.humAbl0.3(5/E8) affinitdtsgereift CTCAAGTTCAACAATCGACTCTCCATGTCGGTGGACACATCCAGGAATCTTGTCTCTCTG 240
VH.humAb10.3(5/E8) nicht affinititsgereift CCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATGTCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTCTCCCTG 240
ok kokkok ok kkkk kk kkkkkkk Kk Akkkk KAkkAk KAk K dokok ok ok ok ok
VH.humAbl10.3(5/E8) affinitdtsgereift AGACTGACCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGTCTATTATTGTACCAGAGATGCACAT 300
VH.humAb10.3(5/E8) nicht affinitatsgereift AAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGANNNNNNN 300
o kkkok kkokkkkkkkkkk Ak kkkk Ak k kA kkhkk KhkkAh kkKk Kk AkAk K
VH.humAbl0.3(5/E8) affinitdtsgereift AATTATGGCAG GTCTCGACT!TTGGGGCCAGGGAAAGCTGGTCACCGTCTCCTCAG 358
VH.humAb10.3(5/E8) nicht affinitatsgereift NATGATAGTAGTGGTNTCGACTCCTGGGGCCAAGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG 358

kok kk ok kk kokk kkkkhkk  kkkkkkkk kkhkk  kokkkkkkokkokokokkokokkkkk

Vk.humAbl0.3(5/E8) affinitdtsgereift GAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGACATACTGTCTTTGTCTCCGGGGGAAAGAGCCACC 60

Vk.humAb10.3(5/E8) nicht affinitdtsgereift GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAARAGAGCCACC 60
- - dokok ok ok okokkokokokokkok kokkkokkkokkk  kk kokok ok kokokokok ok kokok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Vk.humAbl0.3(5/E8) affinitédtsgereift CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGGCTCTCACC! AGTATCTCGCCTGGTACCAGCAGAAA 120

Vk.humAb10.3(5/E8) nicht affinitidtsgereift CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAA 120
ok ok ok ok ok ok ok kokokkkkkkokkkokk ok ok ok ok kk kK ok kkkok ok ok ok ok kok ok ok k ok ok k kK

Vk.humAb10.3(5/E8) affinitidtsgereift CCTGGCCAGGTTCCCCGACTCCTCATCTATGGTTCGT[CACCAGGGCCACTGGCATCCCA 180

Vk.humAbl0.3(5/E8) nicht affinitédtsgereift CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCA 180

dek ok ok ok ok ok ok kok kokokok ok kokkk ok ok kokokokokokok ok ok ok kkok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Vk.humAbl0.3(5/E8) affinitdtsgereift GACAGGTTCAGAGGCAGTGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTAACCATCAGTAGACTGGAG 240
Vk.humAb10.3(5/E8) nicht affinititsgereift GACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG 240

ok ke ok ke ke ke k ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ki ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Vk.humAbl0.3(5/E8) affinitédtsgereift CCTGCAGACTCTGCAGTATATTACTGTCAACAATATGAAGACTCACCGTGGALATTCGGC 300

Vk.humAbl0.3(5/E8) nicht affinitidtsgereift CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCGTGGACGTTCGGC 300
ko k kkok ok kkkkkk kkkkkkkkkkk kk  kokkok dokok ok ok Kok ok kok ok ok ok ok ok ok ok ok
Vk.humAbl10.3(5/E8) affinititsgereift CAAGGGACCAAGGTGGAGCTCAAAC 325
Vk.humAbl0.3(5/E8) nicht affinit&dtsgereift CAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAAC 325
dokok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok

Abbildung 33: Vergleiche der DNS-Sequenzen der Vy und V.-Bereiche des Antikérpers humAb10.3 und
jenen seines nicht affinititsgereiften Vorldufers. Die Sequenz der nicht mutierten variablen Bereiche wurden
basierend auf der V Quest Analyse (www.imgt.org) bestimmt. Sofern die Nukleotide nicht eindeutig bestimmt
werden konnten, wurden entsprechende Abschnitte durch konsekutive ,N° ersetzt. Bereiche, die den CDRs
entsprechen, sind mit blauen Pfeilen kenntlich gemacht. , * © : identische Nukleotide. Die Vergleiche wurden
mithilfe von Clustal Omega durchgefiihrt (http://www.ebi.ac.uk).
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VIII. Anhang

VH.humAbAMAl affinitdtsgereift CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC 60
VH.humAbAMA1l nicht affinitdtsgereift CAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTC 60
sk ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok kK kK
VH.humAbAMA1l affinitatsgereift ACCTGCTCTGTCTCTGGTGTCTCCGTCAGTAGTACTGTGTTCTACTGGGGCTGGATCCGC 120
VH.humAbAMA1l nicht_affinit&dtsgereift ACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCATCAGCAGTAGTAGTTACTACTGGGGCTGGATCCGC 120
Kkok ko k ko kkkk ok ok k ok kk kkkk kkkok kkkk ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK
VH.humAbAMAl affinitdtsgereift CAGTCCCCAGGGAAGGGTCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTATAGTGGTAGCACETAC 180
VH.humAbAMA1l nicht affinitdtsgereift CAGCCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGGGAGTATCTATTATAGTGGGAGCACCTAC 180
dkk Kk okk ok ok ko kk ok kA kk ok ok kA k ok k kA Rk ok kR ok ok k ok ok kk kK ko kkk kA k
VH.humAbAMA1l affinitatsgereift TACAATGAGGCCCTCAAGAGCCGACTCACCTTGTCAGTGGAGACGTCGGAGAGGCAGTTC 240
VH.humAbAMAl nicht affinitdtsgereift TACAACCCGTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCAGTTC 240
- - r—— K kkkkkokkk ok kkk kkkkk ok kkkkk kk kkkk ok kkk  kkkkkk
—
VH.humAbAMAl affinitatsgereift TCCCTGAGGCTGAGTTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGTCTATTACTGTGCGCGAGGG 300
VH.humAbAMA1l nicht affinitdtsgereift TCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAN 300
Kok ok ok ok Kok ko kok Kok ko ko k ok k ko ki k ok k ko k ok k ok ko kK ok ok ok ok k ko k ok kR Kk
VH.humAbAMAl affinitatsgereift GCGATTAATTTTGGGGGATATTCGGGCCCCGGGACCTTCTATTTTGACATTTGGGGCCAG 360
VH.humAbAMAl nicht affinitdtsgereift NNGATTAATTTTGGGGGANNNNNNNNNNNNNNNNNNNACTACTTTGACTACTGGGGCCAG 360
- - ook ko ok ok ok ok ko k ke k sk ok kok ok ok kK [ —_—
VH.humAbAMAl affinitatsgereift GGAACCCTGATCACCGTCTCCTCA 384
VH.humAbAMA1l nicht_ affinitdtsgereift GGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA! 384
ek ek ke ke ok ko ok ok ok ko ok ok Kk
—
Vk.humAbAMAl affinitdtsgereift GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCACCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC 60
Vk.humAbAMAl nicht affinitdtsgereift GACATCCAGATGACCCAGTCTCCTTCCACCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACC 60
ok ko ko ko kK ek ok kK ok ko ok ok ok ko ok ok ko ko k ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok kK kX K
Vk.humAbAMAl affinitdtsgereift ATCACTTGCCGGGCCAGTCAGAGTATTACTACCTGGTTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCA 120
Vk.humAbAMAl nicht affinitdtsgereift ATCACTTGCCGGGCCAGTCAGAGTATTAGTAGCTGGTTGGCCTGGTATCAGCAGAAACCA 120
ok ko ko ke kK ke Kk Rk K kR Kk Rk ke ok ok ko ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK kX K
Vk.humAbAMAl affinitdtsgereift GGGACAGCCCCTAAACTCCTGATCTATAAGGCGTHTATTTTAGAGACTGGGGTCCCATCA 180
Vk.humAbAMAl nicht affinititsgereift GGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATAAGGCGTCTAGTTTAGAAAGTGGGGTCCCATCA 180
Kok kk kkkk ko okkk ok ok kk ko k ko kk ok ok ok ko k ok ok kk Kk ko k ok ok ko ok ok ok ok kk ok ok kK ok
Vk.humAbAMAl affinitdtsgereift AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT 240
Vk.humAbAMAl nicht affinititsgereift AGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGAATTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCT 240
ok ok ok ok ok ok kK ok ok k kK kK kR kK kR K ok ok ok Rk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kR K Rk
Vk.humAbAMAl affinitdtsgereift GATGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAGTACTCACCTATTCACTTTCGGCCCT 300
Vk.humAbAMAl nicht affinit&tsgereift GATGATTTTGCAACTTATTACTGCCAACAGTATAATAGTTATTCTTTCACTTTCGGCCCT 300
R I T I T T Kk ok ko kK ok kK K ok kK ok
Vk.humAbAMAl affinitdtsgereift GGGACCAAAGTGGATA 316
Vk.humAbAMAl nicht affinit&tsgereift GGGACCAAAGTGGATA 316
ok ok ok k ok K kK kK K K

Abbildung 34: Vergleiche der DNS-Sequenzen der Vy- und V. -Bereiche des Antikorpers humAbAMA1
und jenen seines nicht affinititsgereiften Vorldufers. Die Sequenz der nicht mutierten variablen Bereiche
wurden basierend auf der V Quest Analyse (www.imgt.org) bestimmt. Sofern die Nukleotide nicht eindeutig
bestimmt werden konnten, wurden entsprechende Abschnitte durch konsekutive ,N° ersetzt. Bereiche, die den
CDRs entsprechen, sind mit blauen Pfeilen kenntlich gemacht. , * * : identische Nukleotide. Die Vergleiche
wurden mithilfe von Clustal Omega durchgefiihrt (http://www.ebi.ac.uk).
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VIII. Anhang

VIIL.6. Interaktionen und Invasionswege

Tabelle 25: Zusammenfassung einiger P. falciparum Proteine und ihrer Interaktionspartner auf
menschlichen Erythrozyten. MSP1 und andere GPI-verankerte Proteine sind am initialen Kontakt der
Merozoiten mit Erythrozyten beteiligt (GOEL et al., 2003; MITCHELL et al., 2004; GILSON et al., 2006;
PERSSON et al., 2008). Interaktionspartner der sekundéren Interaktionen sind EBA-175, -140, -181 und PfRhl,
-2a, -2b und -4 (PERSSON et al., 2008). Kategorisieren lassen sich diese Wechselwirkungen durch ihre
(Un)Empfindlichkeit gegeniiber der vorherigen Behandlung der Erythrozyten mit Neuraminidase, welches als
Sialinsdureabhéngigkeit bzw. -unabhéngigkeit gedeutet werden kann. Auflerdem kdnnen die Rezeptorproteine
auf den roten Blutkorperchen gegeniiber Trypsin und/ oder Chymotrypsin empfindlich sein. (Diese
Eigenschaften sind dieser Tabelle nicht zu entnehmen.) Die Liste der aufgefiihrten Interaktionspartner ist nicht

vollsténdig; viele Interaktionen sind noch nicht im Detail untersucht worden.

P. falciparum

Rezeptor auf

Sialinséiureabhingigkeit

Protein menschlichen Erythrozyten der Interaktion Literatur

EBA-175

(erythrocyte . T .

binding antigen Glykophorin A sialinsdureabhéngig DOLAN et al., 1994
175)

533_21)40 (BABEL, Glykophorin C/D sialinsdureabhéngig LOBO et al., 2003
EBA-181 Rezeptor E sialinsdureabhingi GILBERGER et al.,
(JESEBL) »CZEp £18 2003

PfRh1 (P. falci-

parum reticulocyte Glykophorin B (,,Rezeptor Y”’) sialinsdureabhingig TRIGLIA et al., 2005
homolog 1,

PfNBP1)

EBL-1 Glykophorin B ? Lletal, 2012
(unbekannt) ,Rezeptor X sialinsdureunabhingig DOLAN et al., 1994
PfRN2b (PINBP2b), Rezeptor 2 sialinsdureunabhéngi DURAISINGH et al.,
PfRh2a (PINBP2a) 7 2P £1g 2003

PfRh4 Komplementrezeptor 1, CR1 sialinsdureunabhéngig ”21"(1){11?M et al., 2010;
AMAL ,,Rezeptor Kx” sialinsfureunabhéngig KATO et al., 2005
MSP1 Bande 3 sialinsdureunabhéngig KARIUKI et al., 2005
PIRhS Basigin 9 ?(ﬁl;THOLDSON etal.,
PfMTRAP Semaphorin-7A ? BARTHOLDSON et al.,

2012; 2013
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VIIL.7. Abkiirzungen

ACT Artemisinin-based Combination Therapy

ADC Antibody-Drug Conjugate; Antikdrper-Wirkstoff-Konjugate

ADCI Antibody-Dependent Cellular Inhibition

Akt Akt Kinase

AMAL1 Apical Membrane Antigen 1

Amp; Amp® Ampizillin; Ampizillinresistenz

AP Alkalische Phosphatase

APAD 3-Acetylpyridinadenindinukleotid

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséure

BCA Bicinchoninséureassay

BCR B Cell Receptor, B Zellrezeptor

bp Basenpaar

BSA bovines Serumalbumin

C-terminal; C-Terminus carboxyterminal; Carboxyterminus

C-Wert Kreuzvernetzungsgrad von Polyacrylamidgelen
C [%] = M Bisacrylamid [g] / (I’Il Acrylamid [g] +m Bisacrylamid [g]) 100

Calcein AM Calceinacetoxymethylester

cAMP Cyclic Adenosine Monophosphate; zyklisches Adenosinmonophosphat

CaMV Cauliflower Mosaic Virus; Blumenkohl Mosaik Virus

Carb; Carb® Carbenicillin; Carbenicillinresistenz

CD22 Cluster of Differenciation 22, Oberflichenmarker reifer B Zellen

CD36 Cluster of Differenciation 36, ein Adhdsionsmolekiil

cDNS DNS Kopie, RT-PCR Produkt

CDR Complementarity Determining Region

CFCA Calibration-Free Concentration Analysis, Konzentrationsmessung funktionalen
Antikorpers ohne Kalibrierung

CID/ETD Collision-Induced Dissociation / Electron Transfer Dissociation

Cu, C,, Gy, konstante Bereiche schwerer und leichter (k, A) Immunglobulinketten

CHO Zellen Chinese Hamster Ovary Zellen

CIDR Cysteine-Rich Inter Domain Region

CPDA Antikoagulanz; enthilt Zitrat, Phosphat, Dextrose und Adenin

CpG ODN 2006 Oligodeoxynukleotid 2006; ein TLR9-Ligand

CSP Circumsporozoitenantigen

CSP-TSR Thrombospondin-like (Type I) Repeat of CSP

Cy3 Carbocyanine 3, Karbozyanin 3

DBL Duffy binding like domain

dNTP 1:1:1:1 Mischung von Desoxyadenosintriphosphat, Desoxyguanosin-
triphosphat, Desoxycytidintriphosphat und Desoxythymidintriphosphat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

E. coli Escherichia coli

E-64 trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamino(4-guanidino)butan; ein Cystein-Proteaseinhibitor

EBA-140, -175, -181 Erythrocyte Binding Antigen-140, -175, -181

EBNA Epstein-Barr Virus Nuclear Antigen

EBV Epstein-Barr Virus

ECs halbmaximal effektive Konzentration

EDC /NHS 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid / N-Hydroxysuccinimid

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EGF Epidermal Growth Factor; Epidermaler Wachstumsfaktor

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ESI Elektrospray-lonisation

EST Expressed Sequence Tag

Fab antigenbindendes Fragment aus Vy, Cyl, Vi und C,

FAM Fluoreszeinamidit

VIII. Anhang



FKS

FITC

FPLC

GIA
GPI-Anker
HBV

HCV

HEPES

HIV-1

HHV

Hkt

HLA

HPLC

HTLV

IFA

IgG, IgA, IgM, IgE
Igk, Igh

IL-2, IL-6, IL-8
IMAC

IPTG

ITN

Kana; Kana®

k. [L - mol™ - sec™]
kq [sec]

Kp [mol - L™
kDa

LB
LB-Medium
LCL

LMP1

M/V

mAb; humAb
MAPK

MCM

MSP

N. benthamiana
N-Glykosylierung

N-terminal; N-Terminus

NBF

NBT / BCIP

nt

OD 600 nm
O-Glykosylierung

P. berghei

P. falciparum
P. knowlesi
P. malariae
P. ovale

P. yoelii

P. vivax
PAA

PBMC

PBS

Pcoz > PN2 > Po2

PCR

VIII. Anhang

fotales Kélberserum

Fluoreszeinisothiocyanat

Fast Protein Liquid Chromatography

Growth Inhibition Assay; Wachstumsinhibitionstest
Glykosylphosphatidylinositol-Anker

Hepatitis B Virus

Hepatitis C Virus
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazin-ethansulfonséure

Humanes Immundefizienzvirus-1

Humanes Herpesvirus

Héamatokrit

Humanes Leukozytenantigen, MHC

High Pressure Liquid Chromatography

Humanes T-lymphotropes Virus

Immunofluorescence Assay

Immunglobuline G, A, M, E

leichte Immunglobulinketten k und A

Interleukin-2, -6, -8

Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

Insecticide-Treated (Bed) Net

Kanamycin; Kanamycinresistenz

Assoziationskonstante

Dissoziationskonstante

Affinititskonstante; Kp =kq/ k,

Kilodalton

Left Border

Luria-Broth Medium

Lymphoblastoid Cell Line, lymphoblastoide Zellreihe

Latent Membrane Protein 1

Masse je Volumen

monoklonaler Antikdrper; humaner monoklonaler Antikrper
Mitogen Activated Protein Kinase

Malaria Cell Culture Medium

Merozoitenoberflachenprotein, z.B. MSP1, MSP3, MSP4, MSP8, MSP10
Nicotiana benthamiana

Glykosylierung, die iiber Stickstoffatome von

Asparaginyl- oder Argininylseitenketten angebracht ist
aminoterminal; Aminoterminus

Nitroblau-Formazan

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid / 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat
Nukleotid

optische Dichte bei 600 nm

Glykosylierung, die iiber Sauerstoffatome von Serin-, Threonin-, Tyrosin-,
Hydroxylysin-, oder Hydroxyprolinseitenketten angebracht ist
Plasmodium berghei

Plasmodium falciparum

Plasmodium knowlesi

Plasmodium malariae

Plasmodium ovale

Plasmodium yoelii

Plasmodium vivax

Polyacrylamid

Peripheral Blood Mononuclear Cells; mononukledre Lymphozyten des
peripheren Bluts

physiologischer Phosphatpuffer

Kohlendioxid-, Stickstoff- und Sauerstoffpartialdriicke
Polymerase Kettenreaktion
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PE, RPE

PfRhl, -2a, -2b,
-3,-4,-5

Pfs25

pH

PI3K

PKA

pLDH

pNPP

PolyA

PWM

R. radiobacter

R10, R20

R10HP

Ras

RB

RBK

rhiL-2

Rif: Rif®

RPMI 1640

RT-PCR

RU

SAR

SDS

SDS-PAA Gel

SDS-PAGE

SMRV

SNP

SPR

T-Wert

T25-, T75-Flasche

Taq

T, Zelle
TCR
TEMED

Ty Zelle
TLR7, -8, -9
TRIS

VIV

Vi, Vi, Vi,
X-Gal

Phycoerythrin, R-Phycoerythrin
Plasmodium falciparum Reticulocyte Binding Homolog 1, 2a, 2b, 3,4, 5

P. falciparum Ookinetenoberflidchenantigen (25 kDa)

negativer dekadischer Logarithmus der Hydroniumionenkonzentration
Phosphatidylinositol-3-Kinase

Proteinkinase A

plasmodiale L-Laktatdehydrogenase, EC 1.1.1.27
p-Nitrophenylphosphat

Polyadenylierungssequenz

Pokeweed Mitogen; Lektin der Pflanze Phytolacca americana
Rhizobium radiobacter (Agrobacterium tumefaciens)

RPMI 1640 Medium mit 10% (V/V) oder 20 % (V/V) FKS

VIII. Anhang

RPMI 1640 Medium mit 10% (V/V) FKS, Hepes- und Pyruvatzusatz, B Zellmedium

eine GTPase

Right Border

rote Blutkorperchen

rekombinant exprimiertes, humanes Interleukin-2
Rifampicin; Rifampicinresistenz

Roswell Park Memorial Institute Medium 1640

Polymerase Kettenreaktion mit Reverser Transkriptase
Resonance Unit; Resonanzeinheit

Scaffold Attachment Region

Sodium Dodecyl Sulfate, Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgel

SDS-Polyacrylamidgelektrophorese

Squirrel Monkey Retrovirus; Totenkopféaffchen Retrovirus
Single Nucleotide Polymorphism

Surface Plasmon Resonance, Oberfldchenplasmonresonanz
Totale Konzentration von Acrylamid von Polyacrylamidgelen
T [%] = (m Acrylamid [g] +m Bisacrylamid [g]) A% [L] - 100
Zellkulturflaschen mit Kulturflichen von 25 cm” oder 75 cm®

DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus; Nukleotidyltransferase, E.C. 2.

zytotoxische T Zelle

T Cell Receptor; T Zellrezeptor

Tetramethylethylendiamin

T Helferzelle

Toll-Like Rezeptoren 7, 8, 9

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Volumen je Volumen

variable Bereiche schwerer und leichter (k, ) Immunglobulinketten
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
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Aminosiurecode

VIII. Anhang

Bei samtlichen in der vorliegenden Arbeit vorkommenden Aminosduren handelt es sich um
die L-Stereomere.

A Alanin M Methionin

C Cystein N Asparagin

D Asparaginséure P Prolin

E Glutaminsaure Q Glutamin

F Phenylalanin R Arginin

G Glycin S Serin

H Histidin T Threonin

I Isoleucin A% Valin

K Lysin \W Tryptophan

L Leucin Y Tyrosin

Basenpaarcode

A Adenin K T, U oder G

C Cytosin W T, U oder A

G Guanin S C oder G

T Thymin B C, T, U oder G (nicht A)

U Uracil D A, T, U oder G (nicht C)

R Purin (A oder G) H A, T, U oder C (nicht G)

Y Pyrimidin (C, T oder U) \Y A, C oder G (nicht T oder U)

M C oder A N beliebiges Basenpaar

DNS-Kodons

Kodon | Aminosdure | Kodon | Aminosdure | Kodon | Aminosdure | Kodon | Aminosédure

GUUY GCY GAU Asparaginséure GGU
GUC Valin GCC Alanin GAC GGC Glycin
GUA GCA GAA Glutaminsdure GGA
GUG GCG GAG GGG
Uy €y UAy Tyrosin UGy Cystein
CcucC CCC Prolin UAC UGC
CUA Leucin CCA UAA (Stopp) UGA (Stopp)
CUG CCG UAG UGG Tryptophan
UuA Ucy AAU Asparagin AGU Serin
UuG UCC Serin AAC AGC
uuy Phenylalanin UCA AAA Lysin AGA
UuucC UCG AAG AGG
AUY . ACU €AY Histidin cGY Arginin
AUC Isoleucin ACC Threonin CAC CGC
AUA _ ACA CAA Glutamin CGA
AUG Methionin ACG CAG CGG
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VIII. Anhang

Einheiten

°C Grad Celsius
A Ampere

Da  Dalton (g/mol)
g Gramm

h Stunde

K Kelvin

L Liter

M molar (mol/L)
min  Minute

sec Sekunde

U Einheit einer enzymatischen Aktivitét
rpm  Umdrehungen pro Minute
A% Volt

Xg Vielfaches der Erdanziehung, 1 x g =9,81 m/sec?

Vorsitze

exa E 10'®
peta P 10"
tera T 10"
giga G 10°
mega M 10°
kilo k 10°
hecto h 10
deca da 10
deci d 10"
centi ¢ 102
milli m 10°
micro L 10°
nano n 10°
pico p 107"
femto f 10"
atto a 1078
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