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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Tuberkulose

1.1.1 Krankheit, Epidemiologie

Die Tuberkulose (TB) ist weltweit eine der bedrohlichsten Infektionskrankheiten des Menschen. Sie
wird durch Bakterien der Spezies Mycobacterium (M.) tuberculosis ausgelst und befallt vor allem die
Lungen. Die Lungentuberkulose ist die haufigste und epidemiologisch am weitesten verbreitete Form
der humanen TB. Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) ist ungefdhr ein Drittel der
Weltbevélkerung mit dem Erreger infiziert. Diese Personen gelten als latente Trager des
Tuberkuloseerregers, ca. 10 % dieser Menschen entwickeln im Laufe ihres Lebens eine aktive
Tuberkulose. Im Jahre 2012 erkrankten weltweit 8,7 Millionen Menschen an der Tuberkulose und
ca. 1,4 Millionen starben an dieser Erkrankung [1]. 80% der TB Falle kommen hauptsachlich in den
Schwellen- und Entwicklungslandern vor. Die Infektionsrate ist in diesen Landern aufgrund von
Armut, Mangelernahrung und schlechter oder fehlender medizinischer Infrastruktur besonders hoch.
AulRerdem erhohen Koinfektionen mit dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV) das Risiko einer
Tuberkuloseerkrankung enorm [2]. Die Therapie ist mit 6-9 Monaten langwierig und erfordert die
regelmalige Einnahme von 2-3 Wirkstoffen gleichzeitig. Die Zahl der verfligbaren Wirkstoffe gegen
TB-Erreger ist jedoch begrenzt. Neben den sechs hauptsachlich eingesetzten ,first line”
Medikamenten Isoniazid, Rifampizin, Pyrazinamid, Ethambutol, Moxifloxacin und Streptomycin
versucht man durch Makrolidantibiotika und Gyrasehemmer neue Wirkstoffe in die Klinik zu bringen
[3]. Falsche oder unzureichende Behandlung aufgrund wirtschaftlicher Engpdsse, schlechter
medizinischer Infrastruktur und fehlender Bereitschaft oder Erreichbarkeit erkrankter Personen fiihrt
zu einem Anstieg von multiresistenten (MDR) und sogar extrem resistenten (XDR) Stdmmen des
Erregers, gegen die es zurzeit kaum alternative Wirkstoffe gibt. Die Verbreitung dieser resistenten
Stamme wird zusatzlich durch zunehmende Mobilitdt der Bevolkerungen ermdglicht und stellt ein
weltweit zunehmendes Gesundheitsproblem dar. Die Zunahme der TB-Félle und die wachsende Zahl
resistenter Bakterienstamme erfordern die Entwicklung neuer und besserer Wirkstoffe, aber auch
wirksamerer Impfstoffe zur Prophylaxe der Infektion. Die Entwicklung neuer wirkungsvoller
Impfstoffe ist daher fir ein weltweites, dauerhaftes Zurickdriangen dieser gefdhrlichen

Bakterieninfektion unverzichtbar.
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Abbildung 1.1: Geschitzte Inzidenzraten der Tuberkulose 2010 weltweit (Quelle: WHO Report 2012).

1.1.2 Der Erreger der Tuberkulose

Der Erreger der Tuberkulose M. tuberculosis gehort zur Bakterienfamilie der Mycobacteriaceae und
dort dem Genus Mycobacterium an [4]. Der Genus Mycobacterium umfasst zahlreiche Arten, wobei
die Erreger der klassischen Tuberkulose aufgrund genetischer und biochemischer Gemeinsamkeiten
zum M. tuberculosis-Komplex zusammengefasst werden. Zu diesem zdhlen M. tuberculosis und

Subspezies wie M. africanum, M. bovis, M. microti und M. canetti.

Mykobakterien sind ca. 0,4 um breite und 3-4 um lange, aerob wachsende, stabchenférmige,
unbewegliche Bakterien. Sie besitzen eine lipidreiche, sdaurefeste Zellwand, d.h. mit Karbolfuchsin
angefarbte Bakterien lassen sich nicht mehr durch sauren (HCI) Alkohol entfarben. Diese Eigenschaft
wird flr diagnostische Zwecke ausgenutzt, da sie fir Mykobakterien und verwandte Arten spezifisch
ist. Die Generationszeit von M. tuberculosis betragt 16-36 Stunden. Aufgrund dieses langsamen

Wachstums ist die Tuberkulose eine langsam fortschreitende Erkrankung.
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1.1.3 Der Infektionsverlauf der Tuberkulose
Induktion der Immunantwort und rezeptorvermittelte Phagozytose.

Die Lungentuberkulose wird durch Tropfcheninfektion tGbertragen. Mit dem Atemstrom gelangen die
vor allem beim Husten, aber auch beim Niesen oder Sprechen einer erkrankten Person
ausgestoBenen Mykobakterien-haltigen Aerosole in die Bronchien und Alveolen. Dort treffen sie
zuerst auf Zellen des angeborenen Immunsystems, alveoldre Makrophagen und dendritische Zellen
(DZ), die auf dem Lungenepithel der Alveolen patrouillieren. Diese Antigen-prasentierenden Zellen
(APZ) sind in der Lage die Erreger aufzunehmen und zu drainierenden Lymphknoten zu
transportieren, um die spezifische Immunantwort einzuleiten [5]. Eine effiziente Immunabwehr
gegen M. tuberculosis ist von der schnellen Erkennung des Pathogens durch das angeborene System
und der Aktivierung des adaptiven Systems abhéangig. Die Erkennung der Pathogene erfolgt Gber
phylogenetisch hoch konservierte Mustererkennungsezeptoren, sog. PRR (Pattern Recognition
Receptors). Diese Rezeptoren erkennen bestimmte Pathogen-assoziierte Strukturen (PAMP,
Pathogen Associated Molecular Patterns). Durch die Aktivierung von PRR werden unterschiedliche
Signaltransduktionsprozesse in Gang gesetzt, die fiir die Antigenaufnahme, Produktion von Zytokinen
und Abwehrstoffen der Wirtszellen zustéandig sind. Toll-like Rezeptoren (TLR, Toll-like Receptors) und
C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CLR, C-Typ Lectin Receptors) sind zwei Hauptgruppen der
Mustererkennungsrezeptoren, die auf der Plasmamembran der APZ vorkommen und die
Phagozytose von Pathogenen induzieren. Fiir die Erkennung von M. tuberculosis spielen TLR2, und
TLR9 eine wichtige Rolle [6-11]. Mit Hilfe TLR2 werden mykobakterielle Lipoproteine, z.B das 19 kDa
Lipoprotein bzw. STF (Soluble Tuberculosis Factor, hat Ahnlichkeit mit dem 19 kDa Lipoprotein). TLR9
interagiert mit CpG (Cytosin-Guanin-Dinukleotiden) der mykobakteriellen DNA. Durch die Bindung
von PAMPs an diese Rezeptoren werden in der Interaktion mit dem myeloiden
Differenzierungsprotein (MyD88) intrazelluldre Signalmechanismen zur Produktion von IL-12
induziert [12]. Somit besitzen die TLR eine wichtige Rolle bei der Initiation einer Immunantwort
gegen Mykobakterien und stellen eine direkte Verbindung zwischen angeborener und erworbener
Immunabwehr dar. Makrophagen erkennen durch weitere Rezeptoren wirtseigene opsonisierende
Molekiile, die zuvor auf der Oberfliche der Mykobakterien gebunden haben, z.B. Surfactant-

Proteine, Komplement-Bestandteile und spezifische Antikorper (insbesondere IgG) [7, 13-16].

Die Wahl des Rezeptors fir die Phagozytose beeinflusst die intrazelluldre Aktivierung. Fc-Rezeptor-
vermittelte Aufnahme von IgG-opsonierten Mykobakterien aktiviert die antimikrobiellen
Abwehrsysteme der Makrophagen [17]. Durch die Aufnahme Gber den Komplementrezeptor 3 (CR3)
wird das schnellere Einschleusen der Erreger in die Wirtszelle ermoglicht, ohne antimikrobielle

Effektoren auszulosen [18]. Die Interaktion von M. tuberculosis und Makrophagen wird vom
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mykobakteriellen Zellwandbestandteil Cholesterol begiinstigt. AuRerdem tragt es zum Einbau des
tryptophanaspartathaltigen Hullproteins (TACO, Tryptophan-Aspartate-Containing Coat Protein) in
die Phagosomenmembran bei, das seinerseits die Reifung zum Phagolysosom verhindert [19]. CLR,
wie z.B. der Mannoserezeptor und DZ-spezifisches intrazellulares Adhdsionsmolekiil DC-SIGN (DC
(Dendritic Cell)-spezifisches ICAM3-greifendes Non-integrin, CD209) spielen ebenfalls eine wichtige
Rolle bei der Erkennung und Phagozytose von Mykobakterien durch Antigen-prasentierende Zellen
[20, 21]. Als Liganden fur diese Rezeptoren fungieren u.a. Lipoarabinomannan (LAM) und
Phosphatidylinositolmannoside [22, 23]. Die C-Typ-Lektin-Rezeptoren Mincle (Macrophage inducible
Ca2+-dependent (C-type) Lectin) und MCL (Macrophage C-type Lectin) sind Rezeptoren fiir das
mykobakterielle Zellwandlipid TDM (Cord Factor-Trehalose 6,6 -Dimycolate) sowie sein synthetisches
Analogon TDB (Trehalose 6,6-Dibehenate), das in dieser Studie als Adjuvant-Bestandteil des
Impfstofftragers benutzt wird. TDM-Mincle/MCL Interaktion aktiviert die APZ Uber die Syk-Card9
Signalkaskade [24, 25].

NOD-like Rezeptoren (NLR, Nucleotide-binding Oligomerization Domain Receptors) sind ebenfalls bei
der Erkennung von M. tuberculosis beteiligt [26]. NOD2 ist ein Mitglied einer zytosolischen NLR-
Familie und erkennt Zellwandbestandteile (Muramyl-Dipeptide) von Mykobakterien. Die induzierten
Signalkaskaden minden in der Aktivierung von NFkB und der Produktion von pro-inflammatorischen

Zytokinen, wie TNF-a, IL-12 und IL-1P [27].

Nach der Phagozytose von Bakterien kommt es normalerweise zur Fusion von Phagosomen mit
intrazelluldren Lysosomen. Durch die Einwirkung von im Lysosom vorkommenden Hydrolasen und
anderen anti-mikrobiellen Effektormolekiilen, wie z.B. sauren Phosphatasen, Cathepsinen,
Lysozymen, B-Glucuronidasen, B-Galaktosidasen, Arylsulphatasen, sauren Ribonukleasen und
Phospholipasen werden Bakterien abgetotet und abgebaut [28-30]. Das Wachstum von
Mykobakterien wird in den aktivierten Makrophagen zuséatzlich durch Autophagie, toxische
Stickstoff- und Sauerstoffverbindungen und antibakterielle Peptide gehemmt [31]. Mykobakterien
sind jedoch in der Lage, diesen Prozess zu umgehen und intrazellulare Transportsysteme der
Makrophagen zu ihren Gunsten zu manipulieren. So schaffen sie es in nichtaktivierten Makrophagen
die Reifung des Phagosoms und die Fusion mit Lysosomen zu verhindern und so im Phagosom zu

Uberleben und sich zu vermehren [5].

In der frihen Infektion mit M. tuberculosis bieten die Makrophagen einen gewissen Widerstand. Es
kann aber auch zum vermehrten, exponentiellen Wachstum der Bakterien im Makrophagen
kommen. Das fiihrt zum Tod der Wirtszelle und zur Freilassung der Bakterien [32]. AuSerdem werden
apoptotische Vesikel abgeschniirt, die durch neu eingewanderte Makrophagen und DZ

aufgenommen werden [33, 34]. DZ spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung der adaptiven
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Immunitat. Nach der Aufnahme von Pathogenen bzw. deren Antigene im peripheren Gewebe
wandern DZ in die regionalen Lymphknoten. Dort werden die prozessierten Antigene mithilfe von
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC, Major Histocompatibility Complex) Molekilen der Klasse |
oder Il entsprechend den CD8" und CD4* Lymphozyten, sowie mittels CD1 (Cluster of Differentiation)
a, b und ¢ Molekiilen und kostimulatorischer Molekiile CD80 und CD86, prasentiert [23, 35, 36]. Die
gleichzeitige Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-12 und IL-18 durch DZ und
Makrophagen fiihrt zur Ausbildung einer Tyl-polarisierten Antwort [37]. Im néachsten Schritt
exprimieren T-Zellen im Zuge der Differenzierung bestimmte Adhdsionsmolekile auf ihrer
Oberflache, verlassen den Lymphknoten und wandern Uber den Blutstrom entlang eines
Chemokingradienten zum Infektionsort. Die Einwanderung von CD4" und CD8' T-Zellen in das
infizierte Gewebe wird liber Adhdsionsmolekiile der Endothelzellen, wie ICAM (Intercellular Adhesion
Molecule) -1 und VLA (Very Late Activation Antigen)-4 auf der Zelloberflache der T-Zellen ermoglicht
[34]. Das IFN-y, das von T-Zellen und NK (Natdrliche Killerzellen)-Zellen produziert wird, beglinstigt
die Rekrutierung von weiteren Immunzellen in das infizierte Gewebe, da hierdurch die Expression
dieser Adhasionsmolekiile auf Endothelzellen und die Migration weiterer Immunzellen verstarkt wird

[34, 38].

Die Rolle der T-Zellen in der Tuberkulose
CD4" T-Helfer-Zellen

CD4" Ty-Zellen sind fiir die Immunabwehr von Infektionskrankheiten wie TB unabdingbar. Zahlreiche
Tierexperimente und HIV-Infektionen beim Menschen unterstreichen eine zentrale Rolle der CD4" T-
Zellen als Schutzvermittler in mykobakteriellen Infektionen. Gleichzeitig sind sie fur die Pathologie
der TB in den Lungenldsionen verantwortlich [39]. Die Rolle von CD4" T,-Zellen ist bei der
Entwicklung der antimikrobiellen Effektormechanismen am besten untersucht. Nach deren
Aktivierung im infizierten Lungengewebe produzieren sie infolge einer Wechselwirkung mit Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) IFN-y, das gemeinsam mit TNF-a die Makrophagen aktiviert und so die

Abtotung intrazellularer Mykobakterien einleitet [40].
Tyl7-Zellen

Neben den CD4" T,1-Zellen tragen auch die CD4" Ty17-Zellen zur antimikrobiellen Immunitit gegen
M. tuberculosis bei [41]. Diese Zellen produzieren IL-17A, IL-17F, in vielen Fallen IL-22 und TNF-a. Die
exakten Mechanismen der Aktivierung der Ty17-Zellen sind im Vergleich zu Ty1-Zellen noch nicht
genau erforscht. Einige Studien zeigen, dass die Aktivierung von T,17-Zellen durch IL-1B, IL-6 und

TGF-B (Transforming Growth Factor-beta), die von Phagozyten produziert werden, erfolgt. Andere
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Studien heben die Bedeutung von IL-22 bei der Aktivierung und Expansion der Ty17-Zellen bzw. der
Generierung von T,17-Gedachtniszellen hervor [42-44]. Studien von Cooper und Khader et al. zeigen
eine wichtige Rolle von Tyl7-Zellen fir die Entwicklung der Schutzmechanismen gegen
M. tuberculosis [35]. Ty17-Zellen entwickeln ihre Wirkung in der friihen Phase der Ausbildung der
adaptiven Immunitat gegen M. tuberculosis. Aufierdem sind die Ty17-Zellen an der Ausbildung der
Lungengranuloma nach Infektion mit Mykobakterien beteiligt [45, 46]. Ihre Rolle bei der chronischen
und latenten Infektion ist weniger bekannt. Studien von Cruz et al. und Torrado et al. zeigen eine
schadliche Rolle von Ty17-Zellen in Tieren, die zuerst mit M. tuberculosis infiziert und anschlieBend
mit Tuberkulose-Impfstoff BCG immunisiert wurden. Hier war eine erhéhte Pathologie infolge der IL-
17-MIP (anti-macrophage inflammatory protein)-2-abhangigen Einwanderung von Neutrophilen
festzustellen [45, 47]. Studien von Okamoto und Torrado zeigen, dass IL-17 nicht nur von T,17-Zellen
produziert wird, sondern auch von y6-T-Zellen, T-Zellen, die als Rezeptor (TZR) anstatt der ap-Ketten

ein y6-Heterodimer als TZR exprimieren [41, 45].
CD8’ T-Zellen

Die weiteren Zellen, die bei der Entwicklung einer zelluldren Immunantwort gegen M. tuberculosis
eine Rolle spielen, sind die zytotoxischen CD8" T-Zellen. Die Aktivierung von CD8" T-Zellen erfolgt
durch die Antigenprasentation Uber MHC-Klasse-I-Molekiile. Die Bedingung dafiir ist der
zytoplasmatische Antigen-Prozessierungsweg, der liberwiegend fir virale Infektionen beschrieben ist
[33]. Wie mykobakterielle Antigene ins Zytosol gelangen, ist noch nicht hinreichend untersucht. Zum
einen kénnen sie durch die Membranporen des mykobakterienhaltigen Phagolysosoms ins Zytosol
gelangen [33, 48]. Zum anderen kénnen durch DZ nach der Aufnahme und Prozessierung von
abgeschniirten apoptotischen Vesikeln der absterbenden infizierten Makrophagen die Antigene
durch MHC-Klasse-I-Molekiile an CD8" T-Zellen présentiert werden (,cross priming“) [34, 49]. Nach
Erkennung dieser Antigen-MHC-Klasse-I-Molekiil-komplexe entwickeln CD8" T-Zellen durch die
Sekretion von Perforin, Granzym und Granulysin ihr zytotoxisches Potential. Perforin bildet in den
Zielzellen Poren aus, wodurch Granzyme und Granulysin in die Zellen gelangen. Durch Granzyme wird
der programmierte Zelltod, die Apoptose, ausgelost. Granulysin dagegen kann zur Zerstorung
intrazelluldrer Erreger, wie z.B M. tuberculosis fiihren [34, 50, 51]. Da CD8" T-Zellen ebenfalls IFN-y
bilden, sind auch diese Zellen in der Lage Makrophagen zu aktivieren, die ihrerseits

Effektorfunktionen ausiliben, die zum Abtoten intrazelluldrer Pathogene beitragen [52].

Neben der spezifischen Abwehr von Pathogenen ist die gegenseitige Regulation eine wesentliche
Eigenschaft von Ty1- und Ty2-Zellen. Durch die Sekretion von IFN-y sind die Ty1-Zellen in der Lage die
Tu2-Zellproliferation zu hemmen. Die vermehrte Produktion von IL-4 und IL-6 durch T,2-Zellen

inhibiert hingegen die Generierung von Ty1-Zellen [53].
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af- und y6-T-Zellen

Neben der Aktivierung von CD4" und CD8" T-Zellen, die meistens iiber einen ap-T-Zellrezeptor (ap-
TZR) verfiigen, sind auch y&- TZR-exprimierende Zellen vor allem in der frilhen Phase der
Immunantwort gegen TB relevant [54, 55]. Beim Menschen erkennen Vy962-T-Zellen mit hoher
Affinitat Phospholiganden, wie z.B. Isopentenylpyrophosphat. Diese T-Zellen kommen in Primaten,

jedoch nicht in der Maus vor [56].
CD1-restringierte T-Zellen

Neben af- und yb6-T-Zellen werden auch unkonventionelle T-Zellen wie z.B. CD1-restringierte T-Zellen
aktiviert. CD1-Molekile, die auf der Oberflaiche von DZ exprimiert werden, stellen ein weiteres
Antigenprasentationssystem dar [57, 58]. Sie sind mit MHC-Klasse I-Molekilen verwandt, werden
jedoch in einer anderen Genregion kodiert (Chromosom 1) und sind hochkonserviert. Im Unterschied
zum MHC-Klasse I-Molekil verfiigt CD1-Molekll Uber eine viel engere und hydrophobere
Bindungstasche fir ihre Liganden. Im Menschen vorkommende Isoformen der CD1-Molekile lassen
sich in zwei Gruppen unterteilen: Gruppe-I-CD1-Molekiile (CD1a, b und c, sie fehlen bei Mausen und
Ratten, sind aber auch in Meerschweinchen vorhanden) und Gruppe-lI-CD1-Molekiile (CD1d).
Gruppe-I-CD1-Molekiile werden auf professionellen APZ exprimiert und durch die Zytokine GM-CSF
(Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) und IL-4 induziert. Diese Molekiile présentieren
mykobakterielle Lipide und Glykolipide. Gruppe-lI-CD1-Molekiile werden vor allem von DZ
exprimiert. Gruppe-ll-CD1-restringierte T-Zellen, die sog. NKT-Zellen, stehen zwischen der
angeborenen und adaptiven Immunantwort und sind wenn, dann in der friihen mykobakteriellen
Infektion von Bedeutung. Sie verfiigen lber ein eingeschranktes TZR-Repertoire und werden deshalb
rasch Uber Gruppe-llI-CD1-Moleliile aktiviert und produzieren sowohl IFN-y, als auch IL-4 [59]. Sie
kénnen auch regulatorische Funktionen fir die nachfolgende Aktivierung konventioneller T-Zellen

Ubernehmen.
Regulatorische T-Zellen

Weitere T-Zellen, die die protektiven Mechanismen gegen M. tuberculosis beeinflussen, sind die
regulatorischen T-Zellen (T,). Zu diesen gehdren natirliche CD4*CD25'FoxP3" T,,, die eine breite
Wirkung haben, und Antigen-spezifische CD4" T, [60, 61]. Erst kiirzlich wurden CD8" T, identifiziert,
die in der humanen Immunitdt eine Rolle zu spielen scheinen [62, 63]. T, besitzen verschiedene
inhibitorische Funktionen [64-67]. Zum einen sind sie in der Lage, die Wirkung von CD4" Ty-Zellen
durch die Sekretion von IL-10 und CCL 4 bzw. durch die Expression von Membran-gebundenem TGF-3
zu beeintrachtigen. Zum anderen kdnnen sie die Aktivierung von APZ hemmen und somit insgesamt
TH Zell-Antworten negativ beeinflussen [68]. Dariiber hinaus sind sie in der Lage die Einwanderung

von CD4" T-Zellen in die drainierenden Lymphknoten bzw. ihre Proliferation zu verhindern, das
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wiederum hat einen negativen Einfluss auf die Ausbildung einer Schutzwirkung gegen

M. tuberculosis. Gleichzeitig verhindern sie eine verstarkte Immunpathologie [69].
B-Zellen

Neben den T-Zellen tragen auch B-Zellen zur Entwicklung der protektiven Wirkung gegen
M. tuberculosis bei [70, 71]. In Maus- und Primaten-Tuberkulosemodellen wurde gezeigt, dass B-
Zellen an der Granulombildung beteiligt sind [72, 73]. In B-Zell-defizienten Mausen wurde eine
erhohte Suszeptibilitdt im Vergleich zu den parentalen C57BL/6 Wildtyp-Mé&usen gezeigt [74]. Dabei
wurde eine erhdhte Bakterienzahl und Mortalitdt der B-Zell-defizienten Tiere beobachtet. In den
Lungen dieser Tiere wurde eine erhdhte IL-10 Expression sowie eine Infiltration von Neutrophilen mit
einer einhergehenden Entziindung festgestellt [75, 76]. Die Rolle von B-Zellen bei der Entwicklung
von Schutzmechanismen nach einer Impfung aufgrund der Produktion Mykobakterien-spezifischer
Antikorper, mit deren Hilfe antimikrobische Funktionen der Effektorzellen (Makrophagen und DZ)
unterstltzt werden, ist denkbar. Die Mitwirkung von B-Zellen in der TB-Infektion und Ausbildung der
Schutzmechanismen gegen TB ist derzeit noch unzureichend untersucht. Antigenspezifische
Gedachtniszellen - T- und B-Zellen - stellen das immunologische Kompartiment, das durch eine

Impfung gebildet werden soll, dar.
Die Rolle der Zytokine in der Tuberkulose.

Die Entwicklung einer funktionellen Ty1 Antwort fihrt durch die Sekretion von IFN-y gemeinsam mit
dem mikrobiellen Stimulus, wie M. tuberculosis, zur klassischen Aktivierung von Makrophagen.
Dadurch werden die Zellmorphologie und das sekretorische Profil von Makrophagen geandert [77].
Es werden proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 und TNF-a sezerniert. TNF-a und
IFN-y wirken synergistisch in der Aktivierung der Makrophagen, toxische Sauerstoff- und Stickstoff-
Metabolite zu bilden, die die intrazellularen Mykobakterien angreifen [78, 79]. TNF-a reguliert
dariber hinaus die Expression von Chemokinrezeptoren und Chemokinen, wie z.B. MIP1-a, MIP1-B,
MCP-1 und RANTES, die maligeblich an der Rekrutierung von Immunzellen aus dem Blut zum Ort der
lokalen Infektion in der Lunge beteiligt sind [80]. Neben den Makrophagen produzieren auch die DZ
IL-12 und IL-18. Diese sind die entscheidenden Zytokine, die bei der Immunaktivierung die Richtung
hin zu einer Tyl-Antwort, d.h. der verstarkten Produktion von IFN-y durch aktivierte T-Zellen und
einer verminderten Produktion der Ty2-Zytokine IL-4 und IL-10 bestimmen [12, 23]. Weitere
Zytokine, wie TNF-a, TGF-B und Lymphotoxin as (LT as) werden ebenfalls gebildet und spielen eine

Rolle bei der Granulombildung [38, 81].

Die Ausbildung einer Ty2-Immunantwort fiihrt durch die Sekretion von IL-4, IL-10 und IL-13 alternativ
zur Aktivierung von Makrophagen. So flihrt die Ausschiittung von IL-10 zur Differenzierung eines

suppressiven Makrophagenphanotyps, welcher durch die Herunterregulierung von MHC-Klasse-II
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und kostimulatorischen Molekiilen charakterisiert ist [77, 82, 83]. Makrophagen dieses Typs sind
nicht in der Lage, antimikrobielle Effektorfunktionen auszuiliben, und wirken durch die verringerte
Expression von MHC-Klasse-Il Molekilen und die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine, vor allem

durch Arginase, suppressiv auf andere Immunzellen [77].
Granulom

Das Granulom ist zum einen ein Zeichen des Immunschutzes und der Abkapselung der Erreger, zum
anderen aber ein Ort der Persistenz fiir die Mykobakterien. Im Fall, dass die Erreger nicht vollstandig
eliminiert werden, wird eine granulomattse Reaktion am Ort der Infektion ausgelOst, die vom
spezifischen Immunsystem vermittelt wird und charakteristisch aufgebaut ist (Granulom = Tuberkel,

anatomische Beschreibung kleiner Knétchen, Abb. 1.2).

Wenn das Immungleichgewicht im Granulom auRer Kontrolle gerat, kann dies zu Immunpathologie
und Gewebszerstérung und zusammen mit dem ungehemmten Wachstum von Mykobakterien in der
Folge zur Offnung der Herde in den Atemraum und so zur Ubertragung der Erreger durch Aushusten
fihren. Mit M. tuberculosis beladene DZ wandern in die regionalen Lymphknoten und aktivieren
spezifische T-Zellen, die wiederum zum Infektionsort rezirkulieren. Dort sezernieren sie eine Reihe
von Zytokinen vom Typ Tyl. Diese stimulieren die APZ, den Erreger abzutdten, oder aktivieren
zytotoxische T-Zellen, den Erreger zu eliminieren. Bei der Ausbildung der Immunantwort kommt es
zur Sekretion von Chemokinen und Zytokinen, die eine Rekrutierung weiterer Immunzellen aus den
peripheren BlutgefaRen in das infizierte Gewebe einleiten [23, 84]. Zuséatzlich verstarkt die Sekretion
von TNF-a die Wirkung von Chemokinen. TNF-a stimuliert lokale Entziindungsreaktionen in der
Lunge. So kommt es infolge einer Gefdllerweiterung und durch vermehrte Expression von
Adhéasionsmolekiilen auf Endothelzellen zur Einwanderung von Makrophagen und Lymphozyten in
die infizierten Regionen der Lunge. Somit ist TNF-a mafigeblich an der Entstehung der Granulome
beteiligt [32, 85]. Die eingewanderten Zellen bilden zusammen mit Alveolarmakrophagen die erste
zellulare Akkumulation, die von T-Zellen gesdumt wird. Infizierte Makrophagen differenzieren sich
dabei in verschiedene Formen, wie Epitheloidzellen oder vielkernige Langhans-Zellen aus. Ein
typisches Merkmal eines Granuloms ist die Ausbildung eines nekrotischen Zentrums, das abgetotete
Makrophagen, fusionierte lipidhaltige (,foamy” ) Makrophagen, Zelltrimmer und Mykobakterien
bzw. mit Mykobakterien infizierte Zellen enthalt. TNF-a und LT-a3 sind fiir die duBere Abkapselung
des Granuloms notwendig [86, 87]. Eine weitere Wirkung von TNF-a ist die Induktion einer Nekrose,
welche zur Gewebsschadigung fihrt. Andererseits kann es in Abwesenheit von TNF-a (z.B. bei anti-
TNF-a behandelten Patienten mit rheumatoider Arthritis) zum Aufbrechen von Granulomen und der
Reaktivierung einer latenten Tuberkulose kommen [88, 89]. In TNF-defizienten Mausen blieb die

Ausbildung von Granulomen aus und es kam zu einer Disseminierung von Bakterien. Wenn diese
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Balance, die durch das Zusammenwirken verschiedener Immunzellen gehalten wird, gestért wird,
kénnen sich die Erreger stark vermehren und das Granulom brechen. Durch Anschluss des
Granuloms an das Bronchialsystem wird der Patient offen tuberkulds. Mykobakterien sind dann im
Sputum nachweisbar. Durch die Arrosion von BlutgefaRen konnen die Mykobakterien in weitere

Bereiche des Korpers gestreut werden [90].

Tiermodelle sind fiir die Erforschung der grundsatzlichen Mechanismen bei der TB unerlasslich. Das
Immunsystem der Maus ist zwar relativ gut erforscht, doch unterscheidet sich das murine Granulom
deutlich vom menschlichen Granulom. Das Meerschweinchenmodell ist dem Menschen &hnlicher,
leider ist sein Immunsystem nicht so gut untersucht, da die entsprechenden Werkzeuge wie
spezifische Antikérper gegen wichtige Immunmolekiile und transgene bzw. Knockout-Tiere nicht zur
Verfligung stehen. AuRerdem ist die Haltung von Meerschweinchen im Vergleich zu den Mausen um
einiges teurer. Das Primatenmodell kdme am ehesten fir TB-Studien in Frage. Aus ethischen und

finanziellen Griinden ist dieses Modell jedoch nur fiir ausgewéhlte Experimente einsetzbar [90].
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Abbildung 1.2: Granulomausbildung und — Nekrose (modifiziert nach [91]).
Beschreibung s. Text, Seiten 9, 10.
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Persistenz, Reaktivierung und Reinfektion

Das Immunsystem ist oft in der Lage die Erreger in Schach zu halten. Durch diese effiziente
Immunantwort werden die Stoffwechselaktivitdit und die Replikationsrate des Erregers stark
reduziert. Dieser Zustand wird Dormanz genannt. Klinisch wird dieser Zustand als inapparent
bezeichnet, d.h. es finden sich keine diagnostischen Zeichen einer Erkrankung. Die Lunge enthalt
aber lebende, persistierende M. tuberculosis. Der Wirt befindet sich in einem Zustand, der als Latenz

bezeichet wird.

Eine aktive Tuberkulose kann auf zwei Weisen entstehen: durch endogene Reaktivierung und/oder
exogene Reinfektion. Die exogene Reinfektion bei bestehender persistenter mykobakterieller
Infektion zeigt eindriicklich, dass ein moéglicher neuer Impfstoff das Immunsystem besser aktivieren
muss als die natirliche Infektion mit dem Erreger selbst, um den Ausbruch der Erkrankung sicher zu

verhindern [92].

IFN-y als Korrelat einer schiitzenden Immunantwort

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass IFN-y und CD4'T-Zellen die wichtigsten
Schlisselkomponenten bei der Ausbildung der Immunantwort gegen M. tuberculosis sind und somit
zur Etablierung der zentralen IFN-y Theorie beitragen. In vielen anderen Studien (Maus und Mensch)
wurde dagegen gezeigt, dass die Produktion von IFN-y durch CD4'T-Zellen fiir die schiitzende
Wirkung gegen M. tuberculosis unzureichend ist [93, 94]. Eine weitere Studie zeigte, dass durch
transgene, fur das mykobakterielle Antigen ESAT-6 (6 kDa Early Secretory Antigenic Target)
spezifische CD4" T-Zellen, eine Schutzwirkung gegen M. tuberculosis erreicht wurde, obwohl sie
unfahig waren, IFN-y zu produzieren. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Ausbildung einer
Schutzwirkung mithilfe von IFN-y-null Gedachtniszellen (IFN-y-0 memory cells) im Vergleich zu
Wildtyp Gedachtniszellen kaum beeitrachtigt war. Diese Befunde legen nahe, dass neben den Tyl-
Zell-Funktionen weitere Mechanismen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des Immunschutzes
gegen M. tuberculosis spielen konnen [95]. Dazu sollen die Prozesse in der inflammatorischen
Umgebung, in der IFN-y produziert wird, bei der Schutzausbildung gegen M. tuberculosis
bericksichtigt werden, wie z.B. das Gleichgewicht zwischen IFN-y und anti-entziindlichen Zytokinen,
wie IL-10 und anderen T2 Zytokinen, die die Etablierung der mykobakteriellen Infektion beglinstigen
kénnen [96]. In einigen humanen Studien zu HIV (Human Immunodeficiency Virus) und MSMD
(Mendelian Susceptibility to Mycobacterial Disease, eine genetisch bedingte, erhéhte Anfalligkeit fur
Infektionen durch opportunistische, niedrig virulente Mykobakterien) wurde gezeigt, dass T-Zellen
und die Produktion von IFN-y fir die Immunitat gegen M. tuberculosis zwar wichtig sind, aber

unzureichend sind, um die aktive TB zu verhindern. Es wurde gezeigt, dass im ersten Jahr nach der
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HIV-Infektion, das Risiko eine TB zu entwickeln, sehr hoch ist, obwohl die Zahl der CD4" T-Zellen nicht
stark verringert ist [97]. Zwei weitere Studien zeigten, dass die Progression zu AIDS (Acquired
Immunodeficiency Syndrome), die durch eine betrichtliche Verminderung der Zahl der CD4" T-Zellen
charakterisiert ist, nicht mit der Entwicklung von aktiver TB korreliert [98, 99]. So kdnnen die
Veranderungen in der Wirkung von T-Helfer-Zellen sowie andere noch ungeklarte Mechanismen bei
der HIV-Infektion eine Rolle bei der Empfindlichkeit gegen TB spielen, die nicht mit der reduzierten
Zahl der CD4" T-Zellen zusammenhingt. Weiterhin wurde beschrieben, dass bei mehr als 300 Fallen
von MSMD nur in vier Fallen eine Infektion mit M. tuberculosis vorlag, in restlichen Fallen aber waren
die Infektionen durch BCG- bzw. mit NTM (Nontuberculous Mycobacterium) Spezies verursacht. Diese
Daten konnten die Hypothese unterstiitzen, dass IFN-y eine grofRere Rolle bei Infektionen mit BCG
und NTM spielt. So zeigen diese wenigen Félle, dass Menschen, die keine eindeutigen Defekte in T-
Zellen aufweisen und in der IFN-y Produktion nicht gehindert sind, trotzdem in der Lage sind, eine
aktive TB zu entwickeln. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass Patienten mit héheren IFN-y
Titern eher eine TB entwickelten, als Patienten mit niedrigeren IFN-y Werten. Diese Daten fihren zu
einer Abweichung vom IFN-y-Dogma und unterstiitzen mehr die Idee, dass IFN-y Mengen eher mit
der bakteriellen Last in Verbindung gebracht werden koénnen als mit dem Schutz gegen

M. tuberculosis.

Die Annahme, dass IFN-y nicht ausreichend fiir die Kontrolle der mykobakteriellen Infektion ist, wird
von weiteren Untersuchungen im murinen Modell unterstiitzt. So konnte in mehreren Knockout-
Modellen (TNF-a, GM-CSF, IL-1 und IL-6) gezeigt werden, dass die Mause genau so schnell starben,
wie IFN-y-defiziente Mause, obwohl diese Mause zur Produktion von IFN-y fahig waren. Somit wurde
gezeigt, dass neben IFN-y weitere Immunmechanismen fiir den Schutz gegen TB essentiell sind.
Weitere Studien haben herausgefunden, dass IFN-y die Vermehrung von M. tuberculosis in
Mausmakrophagen hemmt ([81]. Stickstoffmonoxid (NO) kann M. tuberculosis in murinen
Makrophagen téten. In humanen Makrophagen reichte die Wirkung von IFN-y nicht aus, um das
Wachstum von Mykobakterien zu verhindern [100, 101]. Die Rolle von NO in mykobakteriellen
Infektionen ist derzeit umstritten [102, 103] und wird weiter diskutiert. Diese Beobachtungen zeigen
die Notwendigkeit, die Suche nach weiteren potentiellen immunologischen Mechanismen, die fir

den Schutz gegen M. tuberculosis relevant sind, voranzutreiben und die IFN-y Theorie zu erweitern.
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Abbildung 1.3: Schematischer Vergleich der Immunantwort gegen M. tuberculosis und der hypothetischen
Immunantwort gegen das Adjuvans-assoziierte Spaltvakzin H56-CAF01 gegen TB.

Diese Abbildung stellt die durch M. tuberculosis (A) bzw. H56-CAF01 (B) induzierte Immunantworten dar. Nach
Inhalieren in die Lungen werden die Erreger/Antigen-Adjuvans-Komplexe von den Makrophagen bzw.
dendritischen Zellen aufgenommen. Wahrend der Phagozytose werden tber verschiedene PRR Signale an die
Phagozyten vermittelt: TLR, Mincle und MCL. Das mykobakterielle Zellwandlipid TDM bindet ebenso an Mincle
und MCL wie auch sein synthetisches Analogon und Adjuvans-Bestandteil TDB. Dabei werden unterschiedliche
Immunprozesse induziert. Nach der Aufnahme von APZ werden die aufgenommenen Antigene prozessiert und
mittels MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekiile entsprechenden CD8" bzw. CD4" T-Zellen prasentiert. Diese
frihen Interaktionen fihren zur Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und Effektormolekdlen.

TDM: Cord factor -trehalose 6;6 -dimycolate. TDB: Trehalose 6,6 -dibehenate. Mincle (Macrophage inducible
Ca2+-dependent (C-type) Lectin) und MCL (Macrophage C-type Lectin) sind C-Typ Lektin Rezeptoren fiir TDM
und TDB.
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1.2 Impfstoffentwicklung gegen TB

1.2.1 Unzureichender Impfschutz des BCG Impfstoffes

Derzeit gibt es keinen wirksamen Impfschutz gegen die Lungentuberkulose des erwachsenen
Menschen. Der bisher einzige verfligbare Impfstoff gegen die Tuberkulose ist der attenuierte
Lebendimpfstoff M. bovis Bacille Calmette-Guerin (BCG), entstanden aus dem Erreger der
Rindertuberkulose M. bovis. Er wurde von den franzéschen Wissenschaftlern Albert Calmette und

Camille Guérin 1908 durch Langzeitkultivierung der M. bovis Keime entwickelt [104, 105].

Die BCG-Impfung wurde weltweit seit mehr als 70 Jahren bei Gber 3 Milliarden Menschen eingesetzt.
Dieser Impfstoff schitzt verldsslich gegen die schwere tuberkuldse Hirnhautentziindung des
Kleinkindes, jedoch ist der Schutz gegen die weitaus gingige Form, die Lungentuberkulose des
Erwachsenen, gering und schwankt je nach Bevoélkerung und geographischer Lage erheblich [106-

110]. Mogliche Ursachen dafiir sind:

- genetische Variabilitat der geimpften Personen

- Alter des Menschen bei der Impfung

- immunologische Kreuzreaktivitat zwischen BCG und diversen harmlosen Mykobakterien, die
in Boden und Wasser vorkommen und keine Erkrankung auslosen

- Bestehen einer latenten M. tuberculosis Infektion (keine weitere Erhohung der Immunitat)

BCG unterscheidet sich von M. tuberculosis und von anderen Mykobakterien durch das Fehlen
bestimmter immunogener Antigene, die fiir eine protektive Wirkung als wichtig erachtet werden. Sie
konnten durch die Attenuierung von M. bovis verlorengegangen sein. Untersuchungen zu den
deletierten Bereichen im BCG-Genom der klinischen M. tuberculosis Isolate sowie des Laborstamm
H37Rv bekraftigen diese Annahme [111, 112]. Der Vergleich der Genome von M. tuberculosis H37Rv
und verschiedenen BCG-Stammen zegte, dass 129 ORF (Open Reading Frames) aus 16
Genombereichen bei fast allen BCG-Stammen fehlten [112]. Dariiber hinaus sind mangelhafte
Kontrollmechanismen bei der Genexpression wahrend der Infektion und der intrazelluldren
Persistenz, wodurch mogliche protektive Antigene im BCG negativ reguliert werden kdnnten,

kénnten den unzureichenden Schutz von BCG erkldren [111].

Auf der immunologischen Ebene besteht eine Hauptschwiche von BCG in der ungentgenden
Induktion von CD8" T-Zellen, wie Studien in CD8" T-zelldefizienten Mausen zeigen. Dabei reichten die
CDA4" T-Zellen zur Kontrolle von BCG aus, wihrend fiir die Kontrolle von M. tuberculosis CD4* und

CD8" T-Zellen erforderlich waren, wenn auch erst in einer spiteren Phase der Infektion [113, 114].
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1.2.2 Neue Impfstoffansatze gegen TB

In letzter Zeit wurden verschiedene Bemihungen in der Vakzinforschung unternommen, um einen
im Vergleich zu BCG wirksameren Impfstoff gegen Tuberkulose zu entwickeln. Die Schutzwirkung von
12 Impfstoffen gegen TB wird derzeit in klinischen Studien untersucht (Tab. 1, Ubersichtsliteratur [92,
115, 131]). Die Vakzinkandidaten kann man in drei Hauptgruppen unterteilen. Zu der ersten gehoéren
rekombinante BCG ((r)BCG) sowie lebende abgeschwachte M. tuberculosis. Zu der zweiten werden
rekombinante Viruspartikel gezahlt. Die dritte Gruppe bilden Spaltvakzine, die aus Protein und

Adjuvans bestehen.

Die Erwartungen, die man mit einem effektiven Vakzin verbindet, sind vielfaltig. Ein wirksamer

Wirkstoff sollte im Idealfall:
- einen langanhaltenden Schutz bieten,

- einen Schutz gegen hoch virulenete M. tuberculosis Stamme, wie M. tuberculosis Beijing Stamm

sowie gegen MDR, XDR und TDR M. tuberculosis Stamme bieten.
- sicherer und immunogener als BCG sein,
- geringe Produktionskosten haben.

Das wichtigste Ziel eines wirksamen Vakzins ist es, die pandemische Verbreitung von TB
einzuddmmen. Einige Vakzine sollten praventiv in der latenten Tuberkulose wirken, d.h. eine

Entwicklung einer aktiven TB verhindern.

Die vollstandige Entschliisselung der Genomsequenz des Laborstamms M. tuberculosis H37Rv, BCG
und anderer lIsolate, ebenso wie deren Proteome, erméglicht eine effektivere Suche nach neuen
potentiell protektiven Antigenen [111, 112]. Dazu werden die exprimierten Proteine mittels 2D-
Gelelektrophorese und darauffolgender Massenspektrometrie detektiert und differenziert [116].
Darliber hinaus kdnnen differentiell exprimierte Gene von M. tuberculosis und BCG anhand von
vergleichenden RT-PCR Analysen nachgewiesen werden [117]. AnschlieBend werden die
ausgewadhlten Antigene mittels Vakzinierung auf ihre Schutzwirkung in verschiedenen TB-

Tiermodellen sowie im Menschen getestet:
- Modelle der pulmonalen TB in der Maus und im Meerschweinchen

- Ein nicht-humanes Primaten-TB-Modell, das die TB-Erkrankung beim Menschen am ehesten

nachahmt [121].

- T-Zell-Stimulationen durch rekombinant hergestellte Proteine bei Tuberkulin-positiven und —

negativen Probanden.
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Fiir das nicht sezernierte Hitzeschockprotein Hsp65 von M. tuberculosis, das sezernierte Protein
Ag85A und das membranassoziierte Lipoprotein PstS3 (Periplasmic Phosphate-binding Lipoprotein)
konnte eine protektive Wirkung in der Maus nach DNA-Vakzinierung nachgewiesen werden [118-

120]. Bei diesen Analysen konnte jedoch kein besserer Schutz im Vergleich zu BCG erzielt werden.

In letzter Zeit wurden gentechnologische, auf einer homologen Rekombination und Transposon-
Mutagenese bei M. tuberculosis beruhende Methoden entwickelt, die eine zufdllige oder gezielte
Abschwachung der mykobakteriellen Virulenz hervorrufen. So wurden nicht Uberlebensfihige
M. tuberculosis Derivate mit definierten Gendefekten hergestellt [122-124]. Derzeit liegen zu diesen

attenuierten M. tuberculosis Impfstoffen keine Daten zur Schutzwirkung im Tiermodell vor.

Durch genetische Rekombination kann der BCG Impfstoff weiter abgeschwacht werden. Somit
konnte die Anwendung dieses Impfstoffes bei immungeschwachten Menschen moglich werden
[125]. Durch gleichzeitige Expression von IL-2 oder IFN-y in rekombinanten BCG-Stammen kdnnen die
immunstimulatorischen Eigenschaften dieser Zytokine genutzt werden, um die Immunantwort gegen
TB zu verstarken [126]. Weiterhin wurden rekombinante BCG-Stamme konstruiert, die ein biologisch
aktives Listeriolysin sezernieren. Der Virulenzfaktor Listeriolysin ermoglicht als porenbildendes
Hamolysin das Entweichen der Bakterien aus dem Phagosom ins Zytoplasma des Makrophagen und
kann so die Verfligbarkeit vom mykobakteriellen Antigen fiir den zytoplasmatischen MHC-Klasse-I-
abhangigen Prasentationsweg verbessern und damit die schiitzende Wirkung dieser BCG-Vakzine
gegen TB erhohen [127]. Dieses rekombinante Vakzin hat eine gute Schutzwirkung im TB-

Mausmodell. Daten zum Schutz im Menschen liegen noch nicht vor.

Mutmalliche protektive mykobakterielle Antigene kénnen in bakteriellen bzw. viralen
Tragersystemen exprimiert und somit als Impfstoffe genutzt werden. Attenuierte Salmonella-
typhimurium Bakterien und Vacciniaviren als heterologe Antigentrager fir das Ag85B-Protein, ein

19kDa sowie ein 38kDa Lipoprotein wurden bereits konstruiert [128, 129].

Die Mehrheit der Impfstoffe gegen TB, die zurzeit in klinischen Studien untersucht werden, ist eher
fiir den prophylaktischen Einsatz ausgelegt. Sie basieren auf Antigenen, die hauptsachlich in der
friihen Phase der Tuberkuloseinfektion produziert werden, wie z. B. Ag85A, Ag85B und ESAT-6. Im
Allgemeinen werden zwei Typen von TB-Impfstoffen benétigt: ein Impfstoff zum Schutz der
Personen, die keinen Kontakt mit M. tuberculosis hatten (Prime-Impfstoff) und einer fur die
Personen, die bereits mit dem Erreger infiziert sind (therapeutischer Impfstoff). Die Hauptaufgabe
des Prime-Imfstoffes ist, eine Infektion vorzubeugen. Der Erreger soll nach dem Eintreten in die
Atemwege des Menschen so schnell wie moglich erkannt und bekdampft werden
(Infektionspravention). Daher eignen sich Antigene, die in der friihen Phase der Tuberkuloseinfektion

in groen Mengen produziert werden, am besten als Bestandteile solcher praventiven Impfstoffe.
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Die Erkennung solcher Antigene soll das Immunsystem moglichst schnell dazu bringen, den Erreger

zu eliminieren, bevor er sich in den Alveolarmakrophagen stabil einnistet. Die Aufgabe
therapeutischer Impfstoffe ist es, Immunzellen zu induzieren, die persistierende dormante Keime,
deren Stoffwechsel reduziert ist, aufsplren und eliminieren kénnen (Infektionstherapie). Hierzu muss
das Immunsystem mit hoher Sensitivitdit somatische und sezernierte Proteine erkennen und
unterscheiden, die in kleinen Mengen produziert werden. AulRerdem sollte der Impfstoff dazu
beitragen, unter Umstdanden die Granulome in der Lunge aufzuloésen [70]. Das Ziel der TB-
Impfstoffentwicklung ist im Idealfall, einen Impfstoff herzustellen, der bessere Schutzmechanismen
als die natirliche Immunitdt des Wirtes aufweist und eine sterile Eradikation der Keime

bewerkstelligen kann [130].

Tabelle 1.1: Neue Impfstoffkandidaten derzeit in klinischen Studien

Impfstofftyp Kandidat Beschreibung Klinische Phase
Rekombinantes BCG / pre VPM 1002 rBCG:Listeriolysin und Urease 2a
exposure Prime Impfstoff Deletion
(Rekombinant)
rBCG30 rBCG: Uberexpression von Ag85B 1, abgeschlossen
Aeras-422 rBCG Expression von Perfringolysin, 1, wird aufgrund unvorteilhafter
Ag85A, 85B, Rv3407 Nebenwirkungen nicht weiter
untersucht
Virale Vektoren pre-exposure Oxford Modified vaccinia Ankara(MVA): 2b, keine schiitzende Wirkung in

Boost-Impfstoff

Rekombinante Proteine in
verschiedenen Adjuvantien
(Subunit)

Ganze, modifizierte Bakterien
fiir therapeutische Impfung

MVAS85A/Aeras-485

Crucell Ad35/Aeras-
402

AdAg85A

Hybrid 1 +1C31

Hybrid 56 +1C31
Hybrid 1 + CAFO1

M72 + ASO1 od.
AS02

Aeras-404: HyVac4
+1C31

RUTI

M. vaccae

M. smegmatis
MIP (M.indus
pranii)

Expression von Ag85

Replication-deficient adenovirus 35:
Expression von Ag85A, Ag85B, TB10.4

Replication-deficient adenovirus 5:
Expression von Ag85A

Ag85B und ESAT6 im Adjuvans IC31

Ag85B, ESAT6 und Rv2660c im
Adjuvant IC31

Ag85B und ESAT6 im Adjuvans CAFO1

Rv1196 und Rv0125 im Adjuvans
ASO01 od. AS02

Ag85B und TB10.4 im Adjuvans IC31

Modifizierte, abgeschwéchte
M. tuberculosis in Liposomen

Abgeschwachte M. vaccae
Inaktivierte M. smegmatis
Abgeschwachte saprophytische
M. indus pranii

Kleinkindern

2b

1, abgeschlossen

2a

2a

3, abgeschlossen
1
3
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Abbildung 1.4: Vakzinierungsstrategien gegen TB.

Das Ziel der Vakzine, die sich derzeit in klinischen Studien befinden ist, eine aktive TB vorzubeugen, wobei
zuklnftige Impfstoffe eine M. tuberculosis Infektion verhindern bzw. eine vollstdndige Eradikation der Erreger
bewirken sollten [92].

1.2.3 H56-CAF01 Impfstoff

In dieser Arbeit sollte im Rahmen einer Kooperation mit dem Statens Serum Institut (Kopenhagen,
Danemark) das neu entwickelte rekombinante Spaltvakzin H56 in einem Mausmodell der
Tuberkulose auf seine Schutzwirkung mittels Bildgebung getestet werden. Dieses Vakzin besteht aus
dem Proteinkomplex Ag85B-ESAT-6-Rv2660c. Ag85B und ESAT6 sind sekretorische mykobakterielle
Schutzproteine, die in der frihen Phase der M. tuberculosis Infektion vermehrt exprimiert werden.
Ag85 wird von M. tuberculosis sowie von BCG exprimiert und eignet sich deshalb sehr gut als Boost-
Antigen, um die Schutzwirkung von BCG zu verstarken. ESAT-6 kommt dagegen nur in M. tuberculosis
vor und kann daher nicht wirkungsvoll zur Verstarkung des BCG-Impfeffekts eingesetzt werden. Die
Wirkung des mykobakteriellen Proteins Rv2660c, das auch in BCG vorkommt, ist noch nicht
ausreichend erforscht. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Protein in der latenten Infektion
vermehrt exprimiert wird [132, 133]. Nach der Re-Stimulation von CD4" T-Zellen zeigte Rv2660c im
Vergleich zu einzelnen Komponenten von H56, Ag85 und ESAT6 die schwachste IFN-y-Antwort. Das
beweist, dass Rv2660c eine unzureichende Immunogenitat besitzt, jedoch in Kombination mit Ag85

und ESAT6 eine schiitzende Wirkung erzeugen kann. Dieser Effekt kdnnte an seinem kleinen
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molekularen Gewicht liegen. Als Tragervesikel (Adjuvans) dienen positiv geladene Liposomen (CAF01,
cationic adjuvant formulations) [134] (s. 1.2.4). H56-CAF01 befindet sich derzeit in der klinischen
Phase 1.

H56-CAF01 zeigt eine signifikante schiitzende und langanhaltende Wirkung [133] und verhindert eine
Reaktivierung der latenten Tuberkulose in murinen TB-Modellen [133]. Zudem wurde eine protektive
Wirkung von H56-CAFO1 in einem nicht-humanen Primaten-TB Modell festgestellt [135]. Dieses
Vakzin  soll deutliche Vorteile gegenliber dem derzeit effektivsten, wenn auch
verbesserungswiirdigen, Impfstoff BCG aufweisen und vor allem Schutzwirkung bei latent infizierten
Personen induzieren. Im Vergleich zu BCG fiihrte die Impfung mit H56-CAF01 zur Differenzierung und

Vermehrung von multifunktionellen T-Zellen [136, 137].

1.2.4 Der Impfstofftrager CAFO1

Zur Verstarkung der Immunantwort von H56 wurde der vom Statens Serum Institut (Kopenhagen,
Danemark) Impfstofftrager CAFO1 (cationic adjuvant formulation 01) entwickelt [138]. Bei diesem
Adjuvans handelt es sich um positiv geladene Liposomen, die aus synthetischen amphiphilen
Dimethyldioctadecylammonium  (DDA)- und Trehalose 6;6-dibehenate  (TDB)-Molekilen
zusammengesetzt sind (Gewichtsverhéltnis 5:1). TDB ist ein synthetisches Analog des
mykobakteriellen Cord Faktors - Trehalose 6;6°-dimycolate (TDM). TDB bindet an den Mincle-
Rezeptor und aktiviert die Syk-Card9 Signalkaskade in APZ [25, 139, 140]. Liposomen sind seit ihrer
Entdeckung Mitte der 60er Jahre auf ihre Eignung als Transportsysteme fiir verschiedene
Arzneimittel und Impfstoffantigene untersucht worden. In den letzten Jahren hat die Nutzung von
kationischen Liposomen in der Medizin und vor allem in der Impfstoffentwicklung rapide an
Bedeutung gewonnen. Sie werden in zahlreichen klinischen Anwendungen, in der Diagnostik sowie in
der Therapie von verschiedenen Erkrankungen angewendet [141-145]. Dabei werden sie vor allem
als potentielle Transportsysteme, sog. Drug-Carrier-Systeme verwendet [146, 147]. Vorteil dieser
liposomalen Verpackung ist, dass sie durch entsprechende Modifikationen in ihrer
Lipidzusammensetzung bzw. (iber sog. Funktionalisierung mittels Liganden eine gezielte
Einschleusung der Wirkstoffe in die Zielzellen erméglichen. Als Liganden kdnnen unterschiedliche
Proteine und Kohlenhydrate eingesetzt werden, die eine spezifische Bindung an bestimmte
Oberflachenstrukturen der Zielzellen, z.B. geeignete Endozytoserezeptoren, bewirken. AufRerdem
sind liposomenverkapselten Wirkstoffe vor duBeren, wirkungsmindernden Einflissen geschiitzt.
SchlieRlich erméglichen sie einen Ubertritt von Wirkstoffen in das Zellinnere, in welches sie

unverkapselt, aufgrund ihrerer Hydrophilitdt, nicht penetrieren konnten. Sie bieten eine Alternative
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zu viralen Vektoren, die ihre Anwendung u.a. in der Gen-Therapie finden [148]. Im Vergleich zu den
neutralen Liposomen sind kationische Liposomen in der Lage, DNA effizient zu komplexieren und die

Bindung dieser sog. Lipoplexe an Zellen zu férdern [149].

Kationische Liposomen konnen sich in ihrer Wirkung abhangig von ihrer Zusammensetzung (Art der
verwendeten Lipide, Anzahl der positiven Ladungen, Anzahl der Doppelbindungen der Fettsauren)
unterscheiden. Sie sind nicht toxisch und beeinflussen die Funktionen anderer Zellen nicht. In in vitro
Studien wurde gezeigt, dass sie hinsichtlich der Expression der MHCII, CD40, CD80 und CD86
Molekiile keinen Effekt auf die Differenzierung von BM-DZ (Bone-Marrow-derived Dendritic Cells)

hatten. CAFO1 ist in der Lage Ty1, T417 und humorale Antworten zu unterstitzen.

Liposomen sind sphérische, abgeschlossene Strukturen, die von einer oder mehreren konzentrischen
Lipid-Doppelschichten (Bilayer) gebildet werden und eine wassrige Phase im Inneren und zwischen
Bilayern besitzen [150]. Die einzelnen Lipid-Molekiile in der Doppelschicht sind so angeordnet, dass
die hydrophilen polaren Kopfgruppen nach auflen, zum wassrigen Suspensionsmedium, bzw. nach
innen zum wassrigen Kern des Liposoms orientiert sind. Die lipophilen Bereiche der Lipide, vor allem
die Fettsauren der Phospholipide, zeigen in das Innere der Doppelmembran und bilden eine lipophile
Phase. Dieser Aufbau dhnelt sehr stark den biologischen Zellmembranen. Je nach Zahl der Bilayer
und Durchmesser der Vesikel werden Liposomen als kleine unilamellare (small unilamellar vesicles =
SUV; 20-100 nm Durchmesser), groRe unilamellare (large unilamellar vesicles = LUV; 100 nm) und
multilamellare (multilamellar vesicles = MLV; 100 nm bis mehrere pm) Liposomen bezeichnet [151,
152]. Die Oberflachenladung der Liposomen wird durch die Ladung der einzelnen Lipidbestandteile
bestimmt. Es werden neutrale, anionische und kationische Liposomen unterschieden [152, 153].
Dank ihrer Struktur eignen sich Liposomen als Tragersysteme fiir hydrophile als auch lipophile
Substanzen. Liposomen besitzen eine geringe Toxizitdt, da sie aus natirlichen Bestandteilen der
Saugerzellen zusammengesetzt sind und werden von den Zellen vollstandig abgebaut [153]. Durch

die liposomale Verpackung kann die Menge des applizierten Wirkstoffs erhéht werden [154, 155].

Liposomen kdnnen auf verschiedene Weise, z.B. durch Fusion mit der dulReren Plasmamembran oder
durch Phagozytose bzw. Endozytose in die Zielzellen gelangen. Endozytose ist der am haufigsten
beschriebene Weg der Aufnahme der Liposomen in die Zelle [142, 154, 156, 157]. Aus der
Krebsforschung ist es bekannt, dass kationische Liposomen nach deren Verabreichung vor allem von
angiogenen Endothelzellen der BlutgefdRe in Tumoren bzw. im chronisch entziindlichen Gewebe
mittels clathrin-vermittelter Endozytose aufgenommen werden. [158, 159]. Bei der Anwendung
neutraler bzw. anionischer Liposomen konnte keine effiziente Internalisierung festgestellt werden.

Bisher bleibt der genaue Ablauf dieser ladungsvermittelten Aufnahme unzureichend untersucht.
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Abbildung 1.5: Aufbau des Liposoms CAF01.

Liposomen bestehen aus einer oder mehreren konzentrisch angeordneten Lipiddoppelmembranen, die in ihrer
Stuktur den Zellmembranen sehr dhnlich sind. Die GrofRe der CAFO1 Liposomen betrdgt durchschnittlich 100-
200 nm. DDA: Dimethyldioctadecylammonium, TDB: Trehalose 6,6 -dibehenate.

1.3 Optische Bildgebung

Nichtinvasive optische Verfahren finden in letzter Zeit neben der Anwendung anderer
Bildgebungsverfahren, wie z.B. Positronen-Emissions-Tomographie (PET), Magnetresonanz-Imaging
(MRI), Magnetresonanztomographie (MRT), Computertomographie (CT), Einzelphotonen(Single-
Photon)-Emissions-Computertomographie (SPECT) und Sonographie eine zunehmend breite
Verwendung nicht nur in der Krebsforschung. Optische Bildgebung (Biophotonisches Imaging (BPI))
basiert auf Verfahren, bei denen das Licht des sichtbaren (VIS, 400 nm - 700 nm) bis nahinfraroten
(NIR, 700 mn — 850 nm) Spektrums verwendet wird. Dieser Spektralbereich wird als ,optisches
Fenster” bezeichnet. Sichtbares Licht durchdringt das Gewebe nur wenige Millimeter [160]. Das Licht
des NIR-Spektrums erlaubt dagegen eine Gewebepenetration von mehreren Zentimetern [161, 162].
Der Grund dafir ist eine vergleichsweise geringe Absorption von Gewebe, Wasser und Hamoglobin

im langwelligen Bereich des NIR-Spektrumes.

Als Lichtquellen dienen entweder Fluoreszenz- und Biolumineszenz-erzeugende Proteine oder
Farbstoffe. Solche Proteine kénnen von Zellen oder Erregern exprimiert werden [163, 164]. Durch
genetische Modifikationen werden die Zellen so verdndert, dass sie die entsprechenden Gene zur
Synthese fluoreszierender oder lumineszierender Proteine tragen. Fluoreszierende Proteine sind
Abkémmlinge des griin-fluoreszierenden Proteins GFP (Green Fluorescent Protein) aus der Qualle
Aequorea Victoria [165-168] bzw. eines rot-fluoreszierenden Proteins DsRed (Discosoma red
fluorescent protein) aus einer Koralle der Gattung Discosoma sp. [169, 170]. Der Hauptvorteil von
DsRed gegentiber GFP ist die Emission im roten Bereich des Lichtspektrums. Diese Eigenschaft eignet

sich besonders gut fiir die Messungen mittels nichtinvasiver bildgebender Verfahren, da das Licht
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langerer Wellenldngen besser durch das Gewebe durchdringen kann. Aus diesem Grund ist die
Anwendung von Proteinen wie DsRed und seinen Derivaten (mCherry, tdTomato, tdKatushka, Turbo-
635 und weiteren [171, 172]), die das Licht im roten Bereich des Lichtspektrums emittieren und sich
deshalb fur die Bildgebung im Gewebe bzw. im Tier besser eignen zu bevorzugen. Ein weiterer Vorteil
im Gebrauch von Fluoreszenz-Reportern ist, dass sie in Kombination mit anderen
fluoreszenzbasierenden Methoden wie Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie

angewendet werden kénnen.

Zur Lumineszenz-Erzeugung werden meistens Luziferasen des Leuchtkafers Photinus pyralis, des
Flohkrebschens Gaussia princeps, des Tintenfischsymbionten Vibrio fischeri oder anderer Bakterien,
wie z.B. marinen Photobakterium sp. und terrestrischen Photorhabdus luminescens verwendet [173-
175]. Luziferasen gehoren zu einer groRen Familie von Enzymen, die die Oxidation eines Substrats (D-
Luziferin, Luzigenin, bzw. Coelentherazin) in Gegenwart von Sauerstoff und ATP zu Oxyluziferin
katalysieren. Bei Rickkehr des angeregten Oxyluziferins in seinen Ausgangszustand wird Licht mit
den Wellenldangen (A.) 610-560 nm emittiert [176]. Die hochste Effizienz der Oxidationsreaktion
(Quantumeffizienz: Verhiltnis der Menge des erzeugten Lichts zur Menge des Anregungslichts) wird
durch das Luziferin-Luziferase-System des Leuchtkafers Photinus pyralis mit der Quantumeffizienz
von 41% erreicht [177]. Nicht-bakterielle Luziferasen erfordern eine exogene Verabreichung des
Substrats, das meistens intraperitoneal injiziert wird. Im Gegensatz dazu enthalten bakterielle
Luziferasen substratkodierende Gene (/luxCDE), die synchron mit den Luziferase kodierenden Genen
(luxAB), die sich im selben Operon befinden, exprimiert werden. Das Substrat muss nicht extra

zugegeben werden.

Zur Bildgebung wird das emittierte schwache Licht der fluoreszierenden bzw. lumineszierenden
Reporter von einer hochsensitiven, gekiihlten ,,Charge-Coupled Device” (CCD)-Kamera, die oben in
einem dunklen Gehduse des IVIS Imaging Gerats eingebaut ist, erfasst und als planares

(zweidimensionales) Bild aufgezeichnet.

Optische Bildgebungsmethoden sind verbreitet zur Visualisierung verschiedener bakterieller
Infektionsprozesse und werden zum Testen diverser Antibiotika angewendet. Contag et al. benutzten
diese Methoden, um die Wirkung von Ciprofloxacin in S. enterica serovar Typhimurium-infizierten
Mausen zu verfolgen [178]. Rocchetta et al. testeten mittels BPI in murinen E. coli Infektions-
Modellen die Wirkung der Antibiotika Ceftazidin, Tetracyclin und Ciprofloxacin [179]. Ferner wurden
Bildgebungsmethoden fiir die Analysen von Antibiotika Daptomycin, Vankomycin und Linezoid in der
Peritonitis [180] und die Wirkung von Ceftriaxon und Daptomycin in der Pneumoccocalen Meningitis

[181] eingesetzt. Des Weiteren wurde von der Anwendung von BPl in Antibiotika-Tests in
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immunodefizienten Mausen, die mit M. bovis BCG infiziert wurden, berichtet. Dabei wurde die
Wirkung von Rifampicin und Isoniazid evaluiert [182]. Ferner wurde gezeigt, dass optische
Bildgebungsmethoden erfolgreich bei den Tests von Antibiotika gegen das Biofilm-bildende
Bakterium S. aureus eingesetzt werden kdnnen. So wurde die Wirkung von Tobramycin, Ciprofloxacin
und Rifampin in Mausen analysiert, bei denen S. aureus-infizierte Katheter eingepflanzt wurden

[183].

In unserer Gruppe wurde bereits das Bildgebungsverfahren (IVIS Imaging) zur Analyse von anti-
mykobakteriellen  Antibiotika, wie Moxifloxacin und Isoniazid, in Kombination mit
biolumineszierenden und fluoreszierenden Reporterstammen im Mausmodell der Tuberkulose
erfolgreich angewandt [184, 185]. Die rekombinanten fluoreszierenden und biolumineszierenden
M. tuberculosis Stdmme wurden im Rahmen des Imaging Tuberculosis Konsortiums / Bill & Melinda

Gates Foundation Drug Accelerator entwickelt [171, 175].

Weitere  Studien  beschreiben eine simultane  Anwendung von fluoreszenz- und
biolumineszenzbasierten Reporter-Systemen. Dabei wurden die Stdamme benutzt, die Luziferase-
Proteine in Tandem mit GFP kodieren [186-188]. Diese Anwendung ermoglicht Parameter, wie
Bakterienlast (durch Fluoreszenz) und die metabolische Aktivitdt (mithilfe von Biolumineszenz)

gleichzeitig in einem Experiment zu analysieren.

Im Vergleich zur Fluoreszenz-Bildgebung ist die Biolumineszenzbildgebung aufgrund eines bessereren
Signal-Hintergrund-Verhaltnisses (signal-to-noise ratio) sensitiver. Die Ursache dafiir ist der hohe
Hintergrund bei in vivo Messungen von Fluoreszenz [189]. Dieser Hintergrund wird durch die
Autofluoreszenz der im Gewebe vorkommender endogenen Fluorophore, wie z.B. Keratine,
Porphyrine, NAD(P)H, Collagen und Elastin erzeugt [190]. Generell vermindert sich die
Autofluoreszenz von den meisten Materialien, einschliellich Gewebe, bei Verwendung des Lichts mit
hoheren Wellenlangen (roter, infraroter-(NIR) Bereich des Spektrums) [191]. Im Gewebe ist die
Starke der Lichtemission im Wesentlichen vom Ausmal der Lichtabsorbtion sowie der Streuung des
Lichts im Gewebe abhangig. Je nach Art des Gewebes kdnnen diese zwei Parameter stark variieren.
Die starksten Lichtabsorber im Kérper sind Hamoglobin, Lipide und Wasser. Himoglobin absorbiert
blaues und griines Licht des sichtbaren Spektrums, wahrend Lipide und Wasser eher infrarotes Licht
absorbieren. Licht im Nahinfrarot-Bereich (650-850 nm) wird deutlich weniger vom Gewebe
absorbiert. Das Licht langerer Wellenlangen kann demnach tiefer in das Gewebe eindringen, ebenso
ist die Autofluoreszenz in diesem Bereich geringer. Fir die Quantifizierung biologischer Prozesse tber

Lichtemission in vivo ist demnach das Licht mit Iangeren Wellenlangen besser geeignet.
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Die Durchlassigkeit des Lichtes durch das Gewebe wird auch durch eine weitere Substanz, Melanin,
negativ beeinflusst. So werden die Lichtsignale in Tieren mit schwarzem Fell mehr abgeschwacht im

Vergleich zu Tieren mit weiem Fell bzw. in haarlosen Tieren.

Abbildung 1.6: IVIS Bildgebungssystem (Perkin Elmer Inc.).

1.3.1 Fluoreszierende Nanopartikel

Quantum Dots (Quantenpunkte, QDots) haben in den letzten Jahren eine breite Anwendung in vielen
Bereichen der Forschung und Medizin gefunden. QDots sind winzige zwei bis acht Nanometer
(Millionstel eines Millimeters) groRe Halbleiterkristalle, die abhangig von ihrer GroRe unter
Einwirkung von Licht héherer Energie in verschiedenen Farben aufleuchten kénnen [192]. QDots
werden in in vitro und in vivo Studien als winzige Fluoreszenzmarker benutzt, um einzelne
Biomolekile (u.a. Peptide) sichtbar zu machen [193]. Die QDots sind sehr hell und duerst stabil, sie
sind in der Lage Uber Monate hinweg nach einer Anregung durch das UV-Licht ihr Fluoreszenzlicht in
unterschiedlichen Farben auszusenden. Durch diese Photostabilitdt haben sie einen unschlagbaren
Vorteil gegeniiber vielen synthetischen Fluorophoren, z.B. Texas Red sowie fluoreszierenden
Proteinen wie GFP, und ermdglichen eine Verfolgung der Verteilung der markierten Substanzen tber
einen beliebigen Zeitraum in einem lebenden Tier [194, 195]. QDots bleichen nicht aus und sind
beziiglich ihrer Fluoreszenzfarbe spezifisch detektierbar. Eine weitere Eigenschaft, die Fahigkeit nicht
nur im sichtbaren Bereich, sondern auch im nahinfraroten Spektralbereich zu leuchten, ist flr die
Anwendung im Gewebe optimal, da das langwellige Licht Gewebe besser durchdringt. Die QDots

lassen sich leicht in liposomale Adjuvansformulierungen, wie CAF01, einbauen und ermdglichen
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detailliertere Beobachtung der Liposomenverteilung lber einen langeren Zeitraum in lebenden
Mausen. Somit eignen sich die fluoreszierenden Nanokristalle hervorragend fiir eine prazise
Lokalisierung im 3-dimensionalen Gewebe markierter Substanzen wie z.B. von Impfstofftragern

mittels bildgebender Verfahren.
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2 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte als erstes Ziel die Nutzbarkeit eines speziellen nicht invasiven
bildgebenden Verfahrens (IVIS Bildgebung) in Verbindung mit fluoreszierenden und
lumineszierenden M. tuberculosis Reporterstdmmen zur Visualisierung der Schutzwirkung neuer
Impfstoffe untersucht werden. Dieses bildgebende Verfahren sollte dazu eingesetzt werden, einen

neuen effizienteren Impfstoff gegen die Tuberkulose (H56-CAF01) weiter zu entwickeln.

Ein besseres Verstandnis, wie die Impfstoffe im Organismus verteilt werden, kann zur Entwicklung
effektiverer Vakzine gegen die Tuberkulose beitragen. Als zweites Ziel der vorliegenden Arbeit sollte
die Verteilung eines Impfstoffs und seiner Einzelkomponenten in der Maus sowie seinen Transport zu
den immunologisch relevanten Organen (Lymphknoten, Milz) analysiert werden. AuRerdem sollten
die Zellen, bei der Impfstoffaufnahme und dem -transport beteiligt sind, charakterisiert werden.
Dabei sollten zwei unterschiedliche Impfwege (subkutan und intranasal) mit Hilfe der IVIS Bildgebung

vergleichend untersucht werden.

Die Bestimmung der Keimbelastung mit dem Tuberkuloseerreger ist eine Endpunktbestimmung.
Dazu miussen die Tiere in engen Abstanden zur detaillierten Keimzahlbestimmung (und nicht nur fur
histopathologische und Immunanalysen) getotet werden. Die Anwendung der zu etablierenden
bildgebenden Verfahren und der dazu entwickelten fluoreszierenden und lumineszierenden
Reporterstaimme sollte es im Gegensatz dazu erlauben, eine liickenlose Darstellung des
Infektionsverlaufs, der Keimzahlentwicklung und die Dynamik einzelner Infektionsherde im Tier nach
einer Impfung zu erlangen, ohne das Tier téten zu missen. Dieses Verfahren kdnnte die Zahl der

benotigten Versuchstiere reduzieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien

Substanz

Hersteller

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), Dilactat
Aceton

Acrylamid/Bis

Ammoniumchlorid

APS (Ammoniumpersulfat)

Aqua dest.

BSA (bovine serum albumin)
Borsaure
Buraton

Confocal-Matrix®

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDC (N-ethyl-N'-dimethylaminopropyl-carbodiimide)

Einbettmedium fir Gefrierschnitte
Entellan

Eosin

Ethanol (fiir Molekularbiologie)
Ethidiumbromid

FKS (Fotales Kalberserum, hitzeinaktiviert)

Life Technologies Corporation
Merck

Biorad

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Deionisierungsanlage,
Forschungszentrum Borstel

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck

S&M

Micro-Tech-Lab

Biochrom

Roth

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Leica

Merck

Merck

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Biochrom
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Glycerin
Hamatoxylin
Hamster-Serum

HEPES

Immersionsol fiir Mikroskopie

Isofluran

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Karbolfuchsin

Ketamin 10%

L-Glutamin

Mausserum

Methanol

Middlebrook 7H10 Medium
Middlebrook 7H9 Medium
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

OADC (Oleinsaure, Albumin, Dextrose, Katalase)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck

Jackson Immuno Research
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Roth

Delta Select

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Roth

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck

WDT

Biochrom

PAA Laboratories GmbH
Merck

DIFCO

DIFCO

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

BD Bioscience

Ovalbumin Sigma-Aldrich Chemie GmbH
PFA (Paraformaldehyd) Roth

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlosung) Biochrom

Protease Inhibitor Cocktail (Complete Mini) Roche

QDot ®ITK™ Carboxyl Quantum Dots 700 Life Technologies Corporation

Rompun 2% Bayer Health Care
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RPMI 1640

Saccharose

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
Trypanblau

Tween-20

Tween-80

Wasser (steril, pyrogenfrei)

Xylol

B-Mercaptoethanol

PAA Laboratories GmbH
Roth

Biorad

Roth

Roth

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
BRAUN

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3.2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Costar Platten 96-well

Deckglaser

Einmalwageschale

Kanilen

Mikrotiterplatten (24/96-well Rund- und Flachboden)
Neubauer Zdhlkammer

Objekttrager (SuperFrost®Plus)
Petrischalen

Pipettenschpitzen (10 pL, 100 uL, 1000 pL)
ReaktionsgefalRe (1,5-2 mL)
Reaktionsgefafe (15-50 mL)

Rohrchen (5 mL)

Skalpelle

Corning

Gerhard Menzel GmbH
Greiner Bio-One GmbH
BD Bioscience

NUNC

Brandt

Thermo Fischer Scientific
Sarstedt AG & Co
Sarstedt AG & Co
Sarstedt AG & Co
Sarstedt AG & Co

BD Bioscience

SWANN MORTEN
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Zellkulturschalen
Zellschaber

Zellsiebe (100 uM)

Sarstedt AG & Co, NUNC
Sarstedt AG & Co

BD Bioscience

3.1.3 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 3.3: Puffer, Losungen und Medien

Puffer/Lésung/Medium

Substanz

1 x Anasthetikum

Agarosegel-Auftragspuffer (6x):

APS-Stocklosung

Boratpuffer

DMEM-Medium

Einfriermedium

Formalinlésung

FKS

Glucose-Stocklosung

Hamalaun nach Mayer

PBS
1,25 % Ketamin

A. bidest.
0,09 % (w/v) Bromphenolblau
0,09 % (w/v) Xylen Cyanol FF

A. bidest
10% Ammoniumpersulfat

A. bidest
89 mM Tris
89 mM Borsaure

2 mM EDTA-Na,

DMEM-Komplett-Medium
supplementiert mit 1% L-Glutamin
und 10% FCS

DMEM-Komplett-Medium
supplementiert mit 20% FCS
und 10% DMSO

rihren

PBS
Paraformaldehyd (PFA) 4%

30 min bei 56°C hitzeaktivieren
Lagerung in 50 ml Aliquots bei -20°C

A. bidest
20 % (w/v) a-D-Glucose (wasserfrei)
steril filtrieren

1000 ml A. dest.
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Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

PAGE-Probenpuffer (4x)

PAGE-Sammelgel-Puffer (4x)

PAGE-Tankpuffer (5x)

PAGE-Trenngel-Puffer (4x)

TBS

TPBS

WTA

1 g Hamatoxylin

0,2 g Natriumjodat

50 g Kaliumaluminiumsulfat
rihren

A. dest.

2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO,

13,7 mM NaCl

9 mM NaH,PO,

pH 7,2-7,4; sterilfiltriert

A. dest.

250 mM Tris-HCI, pH 6,8

40 % (v/v) Glycerol

8 % (w/v) SDS

0,004 % (w/v) Bromphenolblau
Lagerung bei +4 °C

A. dest.

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0,4 % (w/v) SDS
Lagerung bei +4 °C

A. dest.

0,125 M Tris-HCl, pH 8,3
0,96 M Glycin

0,5 % (w/v) SDS

A. dest.
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8
0,4 % (w/v) SDS

A. dest.
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NacCl

PBS
0,1 % (v/v) Tween 20

A. dest.
0,01 % (v/v) Tween 20
0,05% BSA
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3.1.4 Antikorper
Tabelle 3.4: Verwendete Antikorper
Antikérper Klon Markierung  Hersteller Isotyp Konz.
anti-mouse CD4 GK1.5 PeCy7 eBioscience Inc. Ratte IgG 2 ug/ml
anti-mouse CD8 53-6.7 APC Biolegend Ratte IgG 2 pg/ml
anti-mouse CD11b M1/70 V450 (Pacific Biolegend Ratte IgG 2 ug/ml
Blue)
anti-mouse CD11c N418 Pe Biolegend Hamster 2 ug/ml
IgG
CD90.2 (Thy1.2) N53- APC- eBioscience Inc. Ratte IgG 2 ug/ml
2.1 eFluor780
(Cy7)
anti-Ovalbumin poly — abcam © Kaninchen 5 pg/ml
IgG
anti-rat 1IgG IRDye 700 poly IRDye 700DX  Rockland Kaninchen 2 ug/ml
IgG
Cy2-anti-rabbit IgG poly Cy2 Jackson Ziege IgG 1 ug/mi
ImmunoResearch

Laboratories Inc.

3.1.5 Fluoreszenz- und Biolumineszenzreporter

Zur Bildgebung wurden in dieser Arbeit fluoreszierende M. tuberculosis Cherry3, Cherryl0 und
Charge3  [171], der parentale M. tuberculosis Wildtypstamm H37Rv (Tab. 3.5) sowie ein

biolumineszenter M. tuberculosis Stamm FFluc RT eingesetzt [175].

Tabelle 3.5: FP, Plasmide

Stamm FP Plasmid Anregungs-koeffizient Avon FP FP- Quantum-
von FP (Anreg./Em, Leucht- Ertrag
(Miem™) nm) kraft (%
von

DsRed)
H37Rv — — — — —
Charge3 Turbo-635 pCharge3 65 000 588/635 37 0,34
Cherry3 mCherry pCherry3 72 000 587/610 27 0,22

Cherry10 mCherry pCherry3 72 000 587/610 27 0,22
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3.1.6 Mausstamme

Tabelle 3.6: Verwendete Mausstimme

Stamm Ziichter

BALB/c Charles River, Sulzfeld
C57BL/6 Charles River, Sulzfeld
CB6F1 Charles River, Silzfeld
SCID Charles River, Siilzfeld
SKH1 Hairless Charles River, Siilzfeld

Als Versuchstiere wurden 10 bis 12 Wochen alte Mause verwendet (Tab. 3.6). Infizierte Tiere wurden
in separat bellfteten Kafigen mit speziellen Luftfiltern im BSL (Biologisches Sicherheits Labor)3-
Bereich gehalten. Alle Mause waren frei von viralen, bakteriellen und parasitaren Erkrankungen. Die
Tierversuchsvorhaben zu den verschiedenen Experimenten wurden vom Ministerium fir Umvelt,
Natur und Forsten des Landes Schleswig-Holstein unter den Nummern V312-72241.123-3 (40-4/11)
und V312-72241.123-3 (55-3/13) genehmigt.

3.1.7 Gerate

Tabelle 3.7: Gerdte

Gerate Hersteller
Analysewaage ED 124S Sartorius AG
Ausschwing-Rotor TTH 750 Heraeus
Elektrophoresegerat PowerPac Bio Rad

FACSCantoll™ BD Bioscience
Gefrierschrank G5216-21Liebherr Liebherr

Homogenisator Cell homogenizer Isobiotec
Inkubationsschuttler MaxQ 6000 Thermo Fischer Scientific
Inkubator Heraterm/GS100 Heracell

Inverses Mikroskop Ti-E Nikon
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Inverses Mikroskop TS-100 F
IVIS® Kinetic

Klhlzentrifuge Heraeus Freco21

Kihlzentrifuge Heraeus Multifuge 3SR Plus

Lichtmikroskop Olympus BX41
Magnetriihrer RH basic EU
Mikrotom Hyrax V50

Odyssey Infrared Imaging System
pH-Meter Modell PB-11 BasicMet
Pinzetten

Praparierscheren
Prazisionswaage AY303
Spektral-Photometer VIS 320
Stand-Kuhlschrank
Sterilwerkbank MSC-Advantage™ Class Il
Warmeplatte

Wasserbad WBT

XGI-8 Gas Anesthesia System

Nikon

Perkin Elmer Inc.
Thermo Fischer Scientific
Thermo Fischer Scientific
Olympus

Ikamag

Zeiss

LI-COR® Bioscience
Focus

WPI GmbH

WPI GmbH

Sartorius AG

Neolab

Bosch

Thermo Fischer Scientific
Vet Tech

Roth

Xenogen Corporation

3.1.8 Software

Tabelle 3.8: Software

Software

Firma

Adobe Acrobat Professional 8

FACSCanto™ System Software, Version 1.0.3

FACSDiva™, Version 6.0

FCS Express 4 Flow Cytometry Version 4.07.0003

Adobe Systems Inc.
BD Bioscience
BD Bioscience

DeNovo™ Software
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GraphPad Prism®, Version 5.01

LAS AF, Version 2.7.3.9723

Living Image 3.2, Version 3.2.0.8156
Microsoft Exel 2010

Microsoft Powerpoint 2010
Microsoft Word 2010

Adobe Photoshop Elements 5.0

CorelDRAW Graphics Suite X5

GraphPad Software
Leica Microsystems
Caliper Life Science
Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
Microsoft Corporation
Adobe Systems Inc.

Corel Corporation
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3.2 Methoden

3.2.1 Bakterienanzucht

Der parentale M. tuberculosis H37Rv und darauf basierende fluoreszierende und lumineszierende
rekombinante Reporterstamme M. tuberculosis Charge3, Cherry10 und Cherry3 und FFluc RT wurden
im 0.47 % (w/v) Middlebrook 7H9 Medium (angereichert mit 0.5 % (v/v) Glycerol, 0.5 % (v/v) Tween-
80 und 10 % (v/v) OADC (Oleinsaure, Albumin, Dextrose, Katalase)-Zusatzmedium) bis zur mittleren
logarithmischen Phase angeziichtet. Die geernteten Kulturen wurden aliquotiert und bei -80°C
gelagert. Zur Bestimmung der Zahl der kolonienbildenden Einheiten (KBE) wurden
Verdlinnungsreihen der eingefrorenen Zellsuspensionen im sterilen destillierten Wasser mit einem
Zusatz von 0,05 % Tween-80 angefertigt und auf 2.1 % (w/v) Middlebrook 7H11 Agarplatten
ausplattiert. Nach einer Inkubation von 3 Wochen bei 37°C wurde die Kolonienanzahl auf den

Agarplatten bestimmt und die KBE fiir jede Kultur berechnet.

3.2.2 Infektion von Versuchstieren

Alle Experimente wurden nach der gesetzlichen Vereinbarung mit der Ethik-Kommission fir
Tierversuche des Landes Schleswig-Holstein durchgefiihrt. Die Infektion der Versuchstiere mit
Mykobakterien erfolgte intranasal mit einer geeigneten Erregerkonzentration (10° bis 10°) in 20 pl
PBS pro Tier. Hierflir wurden die Bakteriensuspensionen im sterilen PBS gel6st und zehnmal mit einer
26G-Kaniile resuspendiert, um die Aggregatbildung der Mykobakterien zu verhindern. 100 pl dieser
Bakteriensuspension wurden fiir die Verdiinnungsreihen abgenommen. Die Verdiinnungen von 10°
bis 10® wurden auf OADC- und Glycerol-supplementierten Agarplatten ausplattiert und 4 Wochen bei
37°C inkubiert, um die tatsachliche Bakterienkonzentration in einer Infektionsdosis zu ermitteln. Fir
die Infektion wurden die Tiere mit einem Ketamin-Xylacin-Cocktail betaubt. Die Dosis pro Maus
betrug 60 mg/kg Korpergewicht Ketamin und 22 mg/kg Korpergewicht Xylacin, gelost in 200 pl

physiologischer Kochsalzlosung. Das Betdubungsmittel wurde intraperitoneal injiziert.

3.2.3 Bestimmung der Keimlast in Lungen- und Milzhomogenaten

Die entnommenen Organe (Lunge und Milz) wurden mechanisch (durch das einfache Zermatschen in
einer sterilen Plastiktiite) homogenisiert. 100 pl des jeweiligen Homogenats wurden in seriellen 10er
Verdiinnungsstufen von 107 bis 10° auf 2.1 % 7H11 Middlebrook Nihrboden ausplattiert. Zur
Verdinnung wurde der WTA-Puffer (Wasser-Tween-Albumin: 1% (v/v) Tween-80, 1 % (w/v) BSA)
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benutzt. Die Bestimmung von KBE als Mal3 fiir die bakterielle Last erfolgte nach 4 Wochen nach der
Inkubation in einem Brutschrank bei 37°C. Die Zahl der KBE wurde unter Berlicksichtigung des
jeweiligen Teilgewichts und der Verdinnungsstufe fiir das gesammte Organ errechnet. Die

Uberschiissigen Lungenhomogenate wurden bei -20°C gelagert.

3.2.4 Aufbereitung von Organen fiir die Herstellung von Kryopraparaten

Fiir mikrobiologische, histopathologische und immunologische Untersuchungen wurden den
Versuchstieren zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Versuche die Organe (Lunge, Milz,
Lymphknoten und Haut) entnommen. Daflir wurden die Mause durch die intraperitoneale Injektion
euthanasiert. Nach Notierung des jeweiligen Gesamt- und Teilgewichts und evtl. Bildgebung wurden
Teile der Organe (Lunge, Milz, Haut) bzw. ganze Organe (Lymphknoten) in einer
Paraformaldehydlosung (4 % in PBS) fir mindestens 24 Stunden fixiert. AnschlieRend wurde das
Gewebe fiir 24 Stunden in PBS Uberfihrt, um Fixierungsartefakte bei der Farbung zu vermeiden. Zur
Kryokonservierung wurden Gewebestiicke bzw. die Organe in einer aufsteigenden Saccharose-Reihe
(5, 10, 15 und 20% in A.dest) fir 30-60 min inkubiert. Danach wurde das Gewebe in einer
Einbettungsform platziert und das Gefriermedium dazugegeben. Mit Hilfe einer Pinzette wurde die
Einbettungsform mit den Organen in den eiskalten Isopentan bis zum vollstdndigen Einfrieren
eingetaucht. Von den Praparaten wurden anschlieend 5 um dicke histologische Schnitte mithilfe
eines Mikrotoms angefertigt oder bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Die angefertigten
Schnitte wurden anschlieBend fir histopathologische und immunhistochemische Farbungen (s. 2.7,

2.8) verwendet.

3.2.5 Histologische Farbungen

3.2.5.1 Hamatoxylin/Eosin (HE)-Fdrbung

Die HE-Farbung von Kryopraparaten erfolgte zur Visualisierung zelluldrer Bestandteile (Kerne,
Zytoplasma, Zellwdnde), um histopathologische Veranderungen in den Mausorganen zu analysieren.
Zur Kernfarbung wurden die Schnitte nach 3-miniitigem Spilen in A. dest. fir 10 min mit
Hamatoxylin gefarbt. Unter laufendem Leitungwasser wurden die Praparate fir 10 min ,geblaut” und
Uberschiissiges Hamatoxylin ausgewaschen. Eine Gegenfarbung erfolgte fiir 3 min. mit Eosin (1 % in
A. dest), welches zu einer rotlichen Anfarbung des Zytoplasmas flihrt. Zur Fixierung der Farbung
wurden die Praparate nach 3-minitigem Spihlen in A. bidest. durch eine aufsteigende Alkoholreihe
entwassert (kurzes Schwenken in 70 % Ethanol, 2 x 96 % Ethanol, kurzes Schwenken in Ethanol

absolut, 2 min in Ethanol absolut), 5 min in Xylol inkubiert und mit Entellan eingedeckelt. Die
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mikroskopische Auswertung und fotographische Dokumentation wurde mit Hilfe des Lichtmikroskops

BX41 (Olympus) durchgefihrt.

3.2.5.2 Immunfluoreszenz-Farbung

Immunfluoreszenz ist eine vielseitig einsetzbare Methode, bei der unterschiedliche spezifische
Strukturen in Zellen und Geweben mit Hilfe eines Antikdrpers markiert und mit einem
Farbstoffmolekil sichtbar gemacht werden kénnen. Nach dem Spiilen mit PBS wurden die Schnitte
fir 45 min mit 10 %-iger (in TPBS) FKS-Blockierungslésung inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit
TPBS erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden primaren Antikérper. Dazu wurde der
Antikorper im Blockierungspuffer verdiinnt. 100 pl dieser Antikérper-Losung wurden auf die Schnitte
gegeben und fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Danach wurden die Schnitte dreimal mit TPBS
gewaschen und die entsprechenden fluoreszierenden sekundaren Antikérper, die in einem TPBS-
Puffer verdiinnt wurden, aufgetragen. Nach 45 min Inkubationszeit wurden die Schnitte mit PBS
gewaschen und fiir 10 min bei RT mit DAPI gefarbt. Anschliefend wurden die Schnitte erneut dreimal
mit PBS gewaschen und mit Confocal-Matrix® (Micro-Tech-Lab) eingedeckt. Die inkubationen mit den
Antikorpern erfolgten in einer feuchten Kammer. Die Auswertung und Dokumentation mit Hilfe des

Fluoreszenzmikroskops TS-100 F (Nicon) durchgefihrt.

3.2.5.3 Farbung von Mykobakterien

Zum Nachweis der saurefesten Stdabchen in histologischen Prdparaten wurden die Schnitte mit
Karbolfuchsinldsung liberschichtet und die Gberschissige Farbelosung mit A. dest abgespiilt. Danach
wurde das Gewebe mit Methylenblau fir ca. 1 min gegengefarbt. Zur Fixierung der Farbung wurden
die Préparate dehydriert, eingedeckelt und getrocknet (wie in 3.2.5.1 beschrieben). Die
mikroskopische Auswertung und fotographische Dokumentation wurde mit Hilfe des Lichtmikroskops

BX41 (Olympus) durchgefihrt.

3.2.6 IVIS Bildgebung

Zur Bildgebung wurde das IVIS Kinetic® Imaging System von der Firma Perkin Elmer Inc. benutzt.
Dieses System besteht aus einer lichtgeschiitzten Kammer, in deren Decke eine spezielle
hochsensitive sog. CCD (Cooled Charge-coupled Device)-Kamera eingebaut ist. Diese Kamera
ermoglicht die Aufnahme von Fluoreszenz- und Biolumineszenz-Signalen im sichtbaren und nahen
Infrarotbereich des Lichtspektrums (480-850 nm). Das System verfligt Gber 10 Anregungs- und 18

Emissionsfilter und erlaubt eine spektrale Analyse im Bereich von 480-850 nm. Die Anregung von
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Reportersubstanzen erfolgt durch das Licht einer Halogenlampe. Bei der Anregung fluoreszierender
Substanzen wird dieses Licht mit Hilfe eines entsprechenden Filters monochromatisiert. Zur
Detektion von spezifischen Signalen muss das emittierte Licht zuerst durch einen geeigneten Filter
passieren, um dann von der CCD-Kamera aufgenommen zu werden. Die Messzeit betrdgt nur wenige
Sekunden (bei der Fluoreszenzmessung) bis wenige Minuten (bei der Lumineszenzmessung). Nicht
spezifische Fluoreszenz wird mit Licht niedrigerer Wellenlangen angeregt und bei der Auswertung
mittels Image Math Tool in Living Image Software (Version 3.2, Perkin Elmer Inc.) von der
spezifischen Fluoreszenz abgezogen. Spezifische Signale werden auf ein Aufnahmebild aufgelegt, um
die Detektionssignale anatomisch richtig zu platzieren. Fluoreszenz in den Brustregionen bzw. in den
isolierten Organen der Tiere (Lunge, Lymphknoten) wurde nach der Entfernung von nicht
spezifischen Hintergrundsignalen, die durch die Autofluoreszenz des Gewebes verursacht werden, in
,Region von Interesse” (ROI, Region of Interest) mittels Living Image Software quantifiziert. Die
Fluoreszenzintensitat ist als ,Effizienz” in Falschfarben dargestellt. Dabei reprasentieren die Signale
in Gelb die Fluoreszenz der hoéchsten Intensitdt, wobei Signale in Dunkelrot eine niedrigere
Fluoreszenzintensitat bedeuten. Die dargestellte , Effizienz” berechnet sich aus der gemessenen
Fluoreszenzemission im Verhaltnis zur Anregungsintensitat (lllumination). Dieser Wert wird in der
ROI, die vorher mittels ROI-Tool der Living Image Software definiert wird, pro Pixel berechnet und hat
keine Einheit. Durch die Darstellung der Fluoreszenz als ,Effizienz“ kdnnen die Aufnahmen, die zu
verschiedenen Zeitpunkten des Experiments gemessen wurden, einheitlich dargestellt/normiert
werden, um sie miteinander optimal zu vergleichen. Zur Reduktion der Hintergrundfluoreszenz
wurden den Tieren vor der Messung die Brusthaare durch Rasieren entfernt bzw. haarlose SKH-1
Mause in den Versuchen eingesetzt. AuBerdem wurden die Tiere mit speziellem Futter (ssniff®EF
R/M Control, 5% Fett, ssniff Spezialdiaten GmbH), das kein Chlorophyll enthélt, gefiittert, um die
Hintergrundfluoreszenz zu reduzieren. Zur Aufnahme von Fluoreszenz- bzw. Lumineszenzsignalen
wurden die Tiere schonend mit Isofluran (gasformig, in Sauerstoff verdinnt; Gasfluss 0,25

Liter/Minute flr 5 Tiere; Dosis: 5 % zum Einschlafen, 3 % wahrend der Bildgebung) betdubt.

3.2.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die SDS-PAGE wurde eine Minigelapparatur (PowerPac, Bio Rad) verwendet. Es wurde gemaR der

Originalmethode (Laemmli, 1970) verfahren.

Bei Elektrophorese-Prozessen in Polyacrylamidgelen hangt die Wanderungsgeschwindigkeit eines
Proteins von der Nettoladung sowie dem Reibungskoeffizienten und damit der MolekiilgréRe ab. Die
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) wird unter denaturierenden
Bedingungen in Gegenwart von SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) durchgefiihrt, einem Detergens, dessen

Anionen an die Hauptketten von Proteinen binden und fast alle nichtkovalenten Wechselwirkungen
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zerstoren. Die im nativen Protein vorhandenen Ladungen werden durch die starke negative Ladung
des SDS (Uberlagert, so dass die Mobilitat im elektrischen Feld dem Logarithmus ihrer
Molekulargewichte direkt proportional wird. Durch Elektrophorese mit diskontinuierlichem pH-Wert
wird eine weitere Optimierung erreicht. Eine pH-Differenz zwischen Trenngel, Tankpuffer und
Sammelgel um zwei Einheiten bewirkt im Sammelgel eine Fokussierung der Proteine auf eine scharfe
Bande in Abhdngigkeit der Laufeigenschaften des eingesetzten Glycinats und der Chlorid-lonen. Das
Sammel- und Trenngel wurde unter Verwendung einer 30 % (w/v) Acrylamid- Stammlésung mit
einem Gehalt von 0.81 % (w/v) N,N’-Bismethylenacrylamid als Quervernetzer und eines Trenn- bzw.
Sammelgelpuffers angefertigt. Die Polyacrylamidkonzentration lag je nach GréRe der zu trennenden
Proteine zwischen 12,5 und 15 %. Die Endkonzentration des Radikalstarters Ammoniumpersulfat
betrug 0,03 %, die Endkonzentration des Katalysators N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
betrug 0,075 %. Die GroRe der Trenngele betrug ca. 6 x 9 cm, die SammelgelausmaRe lagen bei ca. 2
X 9 cm bei einer Gelstarke von 1 mm. Die Proteinproben wurden unter Zugabe von reduzierendem
bzw. nichtreduzierendem Probenpuffer fiir 5 min im Heizblock denaturiert und anschliefend in die
Probentaschen des Sammelgels aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei konstanter Spannung
(130-160 V) unter Wasserkihlung fiir eine Dauer von 60-70 min je nach Polyacrylamidkonzentration
des Gels durchgefiihrt. Zur Molekulargewichtsbestimmung der getrennten Proteine wurde der

Protein-Standard (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fermentas) verwendet.

3.2.8 Western-Blot (Elektrophoretischer Proteintransfer)

Durch elektrophoretischen Transfer wurden die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt, um sie aus
einem Polyacrylamidgel auf eine polymere proteinbindende Membran zu immobilisieren. Dazu
wurde eine Nitrocellulose-Membran, durch Inkubation fiir 5 min in H,O und fiir 5 min im
Transferpuffer aquilibriert. Das zu blottende Gel wurde mit der Membran zwischen je zwei Lagen
Filterpapier im Nassblotter der Firma Bio Rad platziert und unter Kiihlung bei einer Stromstarke von

90 V fiir 1-2 Stunden geblottet.

3.2.9 Immunfarbung von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen

Nach dem elektrophoretischen Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose-Membran wurde diese
flir 15 min in TBS gewaschen und anschlieBend fiir mindestens 60 min in MPBS bei RT blockiert.
Danach wurde sie in eine 2 %-ige Milchpulver-PBS-Losung Uberfiihrt, die eine geeignete Sekundar-

Antikorperkonzentration enthielt und fir mindestens 90 min bei RT inkubiert. Die Membran wurde
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nachfolgend dreimal unter leichtem Schitteln fir je 5 min mit TPBS und anschliefend zweimal fiir 5
min mit PBS gewaschen. Zur Detektion und Quantifizierung der Proteine wurde Nah-Infrarot-
Fluoreszenzdetektion-System (Odyssey Infrared Imaging System) von der Firma LI-COR® Bioscience
benutzt. Die Detektion wurde unter Lichtausschluf® durchgefiihrt. Anschlieffend wurde die Membran

mit Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet.

3.2.10 Herstellung von Enzelsuspensionen aus den trachealen und inguinalen
Lymphknoten

Der Lymphknoten wurde durch ein Sieb mit einer Maschengrofle von 200 um gerieben. Nach
Spuhlen von DMEM und Zentrifugation bei 320 x g und 4°C fir 8 min wurden die Zellen in einem
geringen Volumen aufgenommen und die Zellzahl der Enzelsuspensionen bestimmt. Die Suspension

wurde zur durchflusszytometrischen Analysen verwendet.

3.2.11 Durchflusszytometrie zur phanotypischen Analyse von Immunzellen

Zur durchflusszytometrischen Analyse unterschiedlicher Immunzellen wurden Einzelsuspensionen

aus inguinalen und trachealen Lymphknoten verwendet.

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, mit der spezielle Zellmerkmale wie Grofle und
Granularitdt und verschiedene Fluoreszenzen detektieren kann. Zur Messung im DurchfluBzytometer
muss die Probe als Einzellsuspension vorliegen. Das erfolgt durch die hydrodynamische
Fokussierung. Bei diesem Vorgang wird die schnell flieBende Transportflissigkeit mit dem langsam
flieBenden Probenstrom gemischt, so dass die Zellen einzeln an einem Laserstrahl vorbeigeleitet
werden. Dieses Laserlicht regt fluoreszierende Marker an, die vorher entweder in einer
Farbereaktion an bestimmte Zellmolekile gekoppelt wurden oder von den Zellen zur Visualisierung
bestimmter Transportwege aufgenommen wurden (QDots). Die Streuung des Anregungsstrahls
durch die Zelle und die Fluoreszenzen der Marker werden von einem Detektionssystem erfasst. Das
Vorwarstreulicht (engl. Forward Scatter, FSC) zeigt die GroRe des gemessenen Partikels und
ermoglicht die Unterscheidung zwischen intakten Zellen und Zelltrimmern oder sonstigen
Verunreinigungen. Die Seitwartsstreulicht (engl. Side Scatter, SSC) gibt Auskunft Gber die Granularitat
der Zelle und erlaubt eine Aussage Uber den Zelltyp. Die Detektion der Fluoreszenz zeigt das
Vorhandensein bestimmter Marker. Die Intensitdt des Leuchtens entspricht dabei der Menge
gebundener Fluorochrome. Je mehr Flourochrom-gekoppelter Marker in der Zelle vorhanden sind,
desto starker ist das detektierte Signal. Fir die zeitgleiche Analyse der mehrerer Antigene werden
Fluorochrome eingesetz, die bei unterschiedlichen Wellenlangen absorbieren und emittieren. Diese
spektral unterschiedlichen Signale werden detektiert und von einem Fotomuliplier verstarkt und in

elektrische Signale umgewandelt. Die Emissionsspektren verschiedener Fluorochrome kénnen sich
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Uberlappen. Dies kann zu falschen quantitativen Ergebnissen flihren. Mit Hilfe einer Signal-
Kompensation kénnen die Uberlapende Fluoreszenzsignale voneinander substrahiert werden. Die
analogen Signale werden digitalisiert, bevor sie im  Computer mittels eines

Datenverarbeitungsprogrammes analysiert werden.

Die Zellsuspensionen wurden mit der Dichte von 1-5x10° Zellen in einem Volumen von 100 pl in die
Vertiefungen einer 96-well-Mikrotiter-Rundboden Platte gegeben. AnschlieBend wurden die
unspezifischen Bindungen an die zu bestimmende Molekile durch Inkubation mit einer
Blockierungslosung verhindert. Vor und nach jedem Farbeschritt wurden die Zellen durch Zugabe von
200 ul FACS-Puffer und Zentrifugation bei 320 x g und 4°C gewaschen. Nach dem Entfernen des
Uberstandes erfolgten die Antikdrperfirbungen mit jeweils optimierter Konzentration in einem
Volumen von 50 pl MACS-Puffer fiir 20 min bei 4°C. Im Anschluss wurden die markierten Zellen

durchflusszytometrisch gemessen. Die weiteren Analysen erfolgten mit der Software FCS Express.

3.2.12 QDot-Ova-Konjugation

150 ul der 8 uM QDot-Loésung wurden in 1,2 ml Boratpuffer (pH 7,4) in einem Glasbehalter
resuspendiert. 400 pl der 10 mg/ml Ova-Lésung wurden unter vorsichtigem Rihren dazugegeben.
AnschlieBend wurden 37 ml der 10 mg/ml EDC (N-ethyl-N'-dimethylaminopropyl-carbodiimide)-
Losung dazupipettiert und fir 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach der Filtration mit Hilfe von 0,2 um
Filterrohrchen (Costar), 10°C, erfolgten 5 weitere Waschschritte jeweils mit 15 ml 50 mM Boratpuffer
(pH 8,3) unter Verwendung von 100 kDa Filterrohrchen (Millipore). QDot-Ova-Konjugate wurden
dann in 80 ul Boratpuffer (pH 8,3) aufgenommen.

3.2.13 Kultivieren und Passagieren von RAW 264.7-Zellen

In dieser Arbeit wurden murine RAW 264.7 Makrophagen verwendet. Die Arbeiten wurden unter
einer Sterilbank durchgefiihrt. Die verwendeten Materialien wurden entweder bei 121°C und 1,1, bar
autoklaviert oder es wurden sterile Einwegartikel verwendet. Selbst hergestellte L6ésungen und
Medien wurden sterilfiltriert. Die Kultivierung von RAW 264.7 Makrophagen erfolgte in 250 ml
(75 cm®) Gewebekulturflaschen aus Polystyrol mit Filter in einem CO’Inkubator unter 5% CO*
Begasung bei 37°C und 95 % Luftfeuchtigkeit. 90 % konfluent gewachsener Makrophagen wurden
zum Passagieren mit einem sterilen Spatel vom Zellkulturflaschenboden abgeschabt. Die
Zellsuspension wurde in ein 50 ml Greiner-Réhrchen tberfiihrt und abzentrifugiert (4 min, 3,3 xg)
Das Zellpellet wurde in Vollmedium durch Pipettieren resuspendiert und nach Bedarf in einer neuen
Zellkulturflasche ausgesat. Wenn eine bestimmte Zelldichte bendétigt wurde, wurde diese mittels

einer Neubauer-Zdhlkammer ermittelt.
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3.2.14 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 ul einer Zellsuspension entnommen und mit einer
dquivalenten Menge Trypanblau vermengt. Zellen mit intakter Cytoplasmamembran nehmen den
Farbstoff nicht auf, weil er die Membran nicht passieren kann. Tote und geschadigte Zellen sind
hingegen durch einen blau gefarbten Nukleus zu erkennen. Die Bestimmung der lebenden nicht
gefarbten Zellen erfolgte durch Auszdhlen von 16 Kleinquadraten in einer Neubauer-Zahlkammer
unter dem Mikroskop. Die Zellzahl pro Milliliter ergibt sich nach Bildung eines Mittelwerts durch

Multiplikation mit dem Faktor 2 x 10°.

3.2.15 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden nach dem Abschaben vom Zellkulturflaschenboden in ein Greiner-Réhrchen
Uberfiihrt und abzentrifugiert (3 min, 3,3 x g). Das Zellpellet wurde in Zelleinfriermedium (20 % FKS,
70 % RPMI 1640 und 10 % DMSO) resuspendiert und die Zellsuspension in ein Kryo-Einfrierrohrchen
Gberfihrt und langsam bis -80°C eingefroren. Die langfristige Lagerung der Zellen erfolgte in
flissigem Stickstoff. Zum Auftauen wurden die Zellen in dem Kryo-Einfrierréhrchen in einem
Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut, in Vollmedium aufgenommen, mehrmals gewaschen und

kultiviert.

3.2.16 Statistik

Die statistischen Analysen wurden mit dem Programm GraphPad Prism®, Version 5.01 (GraphPad
Software, San Diego, USA) durchgefiihrt. Die Daten sind als Balkendiagramme dargestellt, die den
Mittelwert der Einzellmessungen repradsentieren. Zur Ermittlung der Signifikanz wurden die Daten
anhand eines Kolmogorow-Smirnow-Tests auf eine Normalverteilung getestet. Eine Normalverteilung
der Daten wurde angenommen, wenn der p-Wert > 0,05 war. Fir die Analyse von zwei Gruppen
normalverteilter abhdngiger Werte wurde ein gepaarter Student-t-Test angewendet
(Konfidenzintervall 95 %) oder eine Varianzanalyse mit dem Two-way-ANOVA-Test und
anschlieBendem Bonferoni-Mehrfach-Vergleichstest (Konfidenzintervall 95 %) durchgefiihrt. Nicht
normalverteilte Datensdtze wurden mit dem Mann-Whitney Test (zweiseitig, Konfidenzintervall
95 %) analysiert. Soweit nicht anders angegeben, lagen die ermittelten p-Werte > 0,05 und die zu
untersuchenden Unterschiede wurden als nicht signifikant eingestuft. Signifikante Unterschiede

wurden mit Sternen gekennzeichnet und wie folgt definiert, *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifikation optimaler M. tuberculosis Reporterstamme fiir
die bildgebende Darstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren (IVIS
Bildgebung) etabliert werden, das anhand fluoreszierender bzw. lumineszierender M. tuberculosis
Reporterstamme zur Analyse der Schutzwirkung neuer Impfstoffe gegen Tuberkulose genutzt werden
soll. Dieses bildgebende Verfahren sollte eine bessere Darstellung der Impfstoffeffizienz, d.h. Zu-
bzw. Abnahme der Erregermenge im selben lebenden Tier in Echtzeit ermdglichen. Das Téten der
Tiere sollte dazu nicht notwendig sein. Somit konnte diese Methode dazu beitragen, die Anzahl der
bendtigten Versuchstiere zu verringern. AulRerdem soll dieses Bildgebungsverfahren es ermdoglichen,
im Infektionsverlauf nach der Immunisierung individuelle Schwankungen in der Keimzahl in einzelnen

Mausen Uber einen bestimmten Zeitraum visuell zu verfolgen.

Zur Identifikation der optimalen M. tuberculosis Reporterstamme, die zur Bildgebung herangezogen
werden kdnnen, sollten die Reporterstimme bezlglich ihrer Wachstumsfahigkeit und Fluoreszenz
zunachst in einem immundefizienten Mausmodell der Tuberkulose getestet werden (s. 4.1.1). Der
Einsatz immundefizienter Tiere gewahrleistet, dass die Infektion vom erworbenen Immunsystem
nicht beeintrachtigt wird und so das Wachstum, die Fitness und die Leuchtkraft der M. tuberculosis
Reporterstamme nicht durch immunologische Reaktionen beeinflusst werden. Weiterhin sollten die
Reporterstimme in immunkompetenten Tieren, die fir die Impfstoffanalysen unabdingbar sind und
in denen die spezifische Immunantwort einen weiteren Selektionsdruck auf die Bakterien ausibt, auf

ihre Wachstumskinetik, ausgeldste Pathologie und ihre Fluoreszenz getestet werden (s. 4.1.2).
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4.1.1 Nutzbarkeit von M. tuberculosis Reporterstammen in immundefizienten
Mausen fiir die Bildgebung im lebenden Tier

In diesem Teilprojekt der Arbeit wurden die fluoreszierenden Reporterstimme M. tuberculosis
Charge3 (Charge3), M. tuberculosis Cherry3 (Cherry3) und M. tuberculosis Cherryl0 (Cherry10) auf
ihre Eignung flr die in vivo Studien bezlglich ihrer Virulenz und Fluoreszenz in einem
immundefizienten Maus-Modell der Tuberkulose getestet. Fir diesen Zweck wurden CB-17 SCID
(Severe Combined Immunodeficiency) Mause, die kein adaptives Immunsystem entwickeln, da sie
keine spezifischen T- und B-Lymphozyten besitzen, mit den oben genannten M. tuberculosis
Reporterstammen intranasal infiziert. Die Fluoreszenz der Reporterstimme wurde mittels IVIS
Bildgebung in den Brustregionen lebender Tiere gemessen. Zum Nachweis der Erreger wurden die
Brustregionen der Tiere unter Betdubung mit Ketamin/Xylacin rasiert, um eine durch die Haare
bedingte Hintergrundfluoreszenz zu reduzieren und somit eine bessere Darstellung von
fluoreszierenden Reportersignalen zu erzielen. Die Fluorezenz der Reportersignale wurde mit der
Anzahl von M. tuberculosis Erregern in den infizierten Organen verglichen. Die Keimlast der Organe
wurde anhand der koloniebildenden Einheiten (KBE) bestimmt. Tiere, die mit Bakterien des nicht-
fluoreszierenden Ursprungsstamms M. tuberculosis H37Rv (WT H37Rv) infiziert wurden, dienten als

negative Kontrolle.

20 Tage nach der Infektion konnte in den Lungen der mit M. tuberculosis Cherry3, Cherryl0 und
Charge3 infizierten Mause ein starker Anstieg der Bakterienzahl auf etwa 2x10® KBE pro Lunge
beobachtet werden (Abb. 4.1 B). Die Keimlast in den Lungen der Tiere, die mit dem Wildtyp
M. tuberculosis H37Rv infiziert wurden, lag zum gleichen Untersuchungszeitpunkt mit etwa 2x10’
KBE pro Lunge um eine logarithmische Stufe niedriger, verglichen mit den fluoreszierenden
Stammen. Im weiteren Verlauf von 6 bis 8 Tagen stieg die Bakterienzahl der Reporterstimme
M. tuberculosis Cherry3, Cherry10 sowie des M. tuberculosis H37Rv Stammes auf ca. 1x10° KBE pro
Lunge an (Abb. 4.1 D). Die Bakterienzahl in den Lungen der mit M. tuberculosis Charge3 infizierten
Tiere blieb in etwa konstant. Auch in den Milzen kam es zu einem Anstieg der Bakterienlast im
Verlauf der Infektion. Im Vergleich zu den Milzen der mit M. tuberculosis Charge3 bzw. mit dem
Wildtyp H37Rv infizierten Tiere stieg die Keimzahl in den Milzen der mit M. tuberculosis Cherry3 und
M. tuberculosis Cherryl0 infizierten Tiere an Tag 26 bzw. 28 nach Infektion um eine bis 1,5

logarithmische Stufen auf 10°-10” KBE an.

Die starkste Fluoreszenz wurde an Tag 26 nach Infektion in den Lungenbereichen der Tiere, die mit
dem Reporterstamm M. tuberculosis Charge3 infiziert wurden, gemessen (Abb. 4.1 A), obwohl die
Bakterienzahl mit 2x10” KBE (Abb. 4.1 D) in den Lungen dieser Tiere im Vergleich zu der Bakterienzahl

in den Lungen der mit M. tuberculosis Cherry3 (ca. 1x10° KBE) bzw. M. tuberculosis Cherry10 (ca.
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3x10° KBE) infizierten Tiere deutlich niedriger war. In den Kontrolltieren wurden unter gleichen
Bildgebungseinstellungen keine spezifischen Fluoreszenzsignale detektiert. Zur weiteren Etablierung
des Bildgebungsmodels in immunkompetenten Mausen wurden die Stamme M. tuberculosis

Cherry10 und M. tuberculosis Charge3 ausgewahlt.
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Abbildung 4.1: Test der M. tuberculosis Reporterstimme in immundefizienten Mausen.

CB-17 SCID Ma&use (n=5) wurden intranasal mit den Reporterstimmen M. tuberculosis Charge3, Cherry3,
Cherry10 bzw. mit dem Ursprungsstamm M. tuberculosis H37Rv infiziert. Fluoreszenzsignale wurden mittels
IVIS Bildgebung an Tag 26 bzw. 28 nach Infektion aufgenommen (A). Bildgebungsparameter: Anregung 605 nm;
Emission 660 nm; f-stop: 2; Anregungszeit: 3 s; Fir die Aufnahme unspezifischer Fluoreszenzsignale wurde der
Anregungsfilter 465 nm benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in Falschfarben dargestellt. Signale in
Gelb reprasentieren Fluoreszenz der hochsten Intensitdt, wobei Signale in Dunkelrot eine niedrigere
Fluoreszenzintensitdt bedeuten. Die Keimlast wurde in Lunge (B, C) und Milz (D, E) zu den dargestellten
Zeitpunkten nach der Infektion bestimmt. Die jeweiligen Experimente wurden einmal durchgefiihrt. Dargestellt
sind die Mittelwerte; n=5. Infektionsdosis/Maus/KBE: M.tuberculosis H37Rv, 2,9x103; Charge3, 1,2x103;

Cherry3, 2x10°; Cherry10, 2,3x10°.
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4.1.2 Nutzbarkeit der M. tuberculosis Reporterstamme fiir die Bildgebung in
immunkompetenten Mausen

Fiir die Entwicklung von Impfstoffen sind Tiermodelle, die ein intaktes Immunsystem haben,
unabdingbar. Aus diesem Grund wurden im weiteren Verlauf dieser Arbeit immunkompetente SKH-1
Mause verwendet, um Virulenz, Wachstumskinetik und histopathologische Veranderungen in vivo
nach der Infektion mit fluoreszierenden M. tuberculosis Reporterstimmen im Vergleich zu dem
parentalen nicht fluoreszierenden Ursprungsstamm M. tuberculosis H37Rv zu testen. SKH-1 Mause
sind haarlos. Der Einsatz haarloser Tiere ermoglicht eine bessere bildgebende Darstellung der
Fluoreszenzsignale, da die Durchgangigkeit (Penetration) des Lichtes durch das Fell der Tiere nicht
beeintrachtigt wird. SKH-1 Mause wurden intranasal mit den Reporterstimmen M. tuberculosis
Charge3 (Charge3), M. tuberculosis Cherry10 (Cherry10) bzw. mit dem M. tuberculosis H37Rv (WT
H37Rv) infiziert (Abb. 4.3).

Vor der Infektion wurde die Leuchtkraft der Reporterstamme in vitro untersucht. Dazu wurden die
Mykobakteriensuspensionen in seriellen Verdiinnungsschritten von 1:2 in die Vertiefungen der
schwarzen Mikrotiterplatte pipettiert und die Fluoreszenzsignale im IVIS gemessen (Abb. 4.2). Die
Anfangskonzentration der Mykobakterien betrug 2,5x10” KBE pro Plattenvertiefung. Die Bakterien
des Reporterstammes M. tuberculosis Cherry10 wiesen eine hohere Intensitat der Fluoreszenzsignale

auf als die des Stammes M. tuberculosis Charge3.

Der Infektionsverlauf wurde anhand der Keimlast und der Analyse der Fluoreszenz der
Reporterstamme mittels IVIS Bildgebung in den Brustregionen lebender Tiere sowie in den
entnommenen Lungen verfolgt (Abb. 4.3 A, B). In lebenden Tieren wurde die Fluoreszenz einmal pro
Woche (ber die gesamte Dauer von 80 Tagen gemessen. In dieser Zeit konnte keine Fluoreszenz in
den Brustbereichen lebender Tiere, die mit fluoreszierenden Mykobakterien infiziert wurden,
detektiert werden. Ebenfalls wiesen die Kontrolltiere, die mit dem nicht fluoreszierenden WT Stamm
H37Rv infiziert wurden, keine Fluoreszenz auf. An Tag 5, 15, 35 und 80 nach der Infektion wurden
den Tieren die Lungen entnommen und im IVIS gemessen. In den isolierten Lungen konnte die
Fluoreszenz nur im Fall der Infektion mit M. tuberculosis Charge3 an Tag 15 und 35 festgestellt
werden. Im Vergleich zu Tag 15 wurde an Tag 35 nach der Infektion starkere Fluoreszenz gemessen
(Abb. 4.3 B). In den isolierten Lungen konnte die Fluoreszenz nur in den Organen der mit
M. tuberculosis Charge3 infizierten Tieren detektiert werden. In den Lungen der mit M. tuberculosis
Cherry10 infizierten Tiere war die Fluoreszenz zu keinem der untersuchten Zeitpunkte nachzuweisen,
obwohl die Keimzahl in den Lungen an Tag 15, 35 und 80 nach der Infektion mit M. tuberculosis

Cherry10 wesentlich héher war (bis zu 1,5 log10), verglichen mit der Keimzahl in den Lungen der mit
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M. tuberculosis Charge3 infizierter Tiere. In den entnommenen Milzen konnte keine Fluoreszenz

gemessen werden.

15 Tage nach der Infektion stieg die Keimlast in den Lungen der mit M. tuberculosis Charge3
infizierten Tiere auf 1x10° KBE an. Diese Anzahl war geringfligig hoher (ca. 0,5 log 10) verglichen mit
der Bakterienanzahl der mit M. tuberculosis H37Rv infizierten Tiere. Im weiteren Verlauf der
Infektion war die Abnahme der Menge an Mykobakterien auf ca. 1x10°> KBE zu verzeichnen. Zum

letzten Zeitpunkt des Experiments (Tag 80) verringerte sich die Keimzahl auf ca. 1x10* KBE.

Die Keimlast in Lungen der mit M. tuberculosis Cherry10 infizierten Mause betrug an Tag 15 nach der
Infektion ca. 5x10” KBE. Im zeitlichen Verlauf war eine Reduktion der Bakterienzahl auf ca. 3x10° zu
verzeichnen. Dabei wiesen ca. 90% der Kolonien roétliche Farbe auf, was auf die Expression

fluoreszierender Proteine zuriickzufiihren ist.

Obwohl die Keimlast der Lungen der mit M. tuberculosis Cherry10 infizierten Tiere an Tag 15 und 35
nach der Infektion deutlich héher war als die der mit M. tuberculosis Charge3 infizierten Tiere, war
keine Fluoreszenz in den isolierten Lungen der mit M. tuberculosis Cherryl0 infizierten Tiere zu

detektieren.

Durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen konnten vergleichbare Mengen rot
fluoreszierender Reporterbakterien im Lungengewebe der mit M. tuberculosis Charge3 und
M. tuberculosis Cherry10 infizierten Mause nachgewiesen werden. Das Lungengewebe der mit
M. tuberculosis H37Rv infizierten Tiere enthielt dagegen keine fluoreszierenden Bakterien (Abb. 4.4).
Die Anfarbung der sdurefesten Mykobakterien in den Gewebeschnitten infizierter Lungen zeigte

M. tuberculosis in allen Gewebeproben (Abb. 4.5).
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Abbildung 4.2: Titration von M. tuberculosis Charge3, Cherry3 und H37Rv.

Bakteriensuspensionen wurden in seriellen Verdinnungsschritten von 1:2 angesetzt und die Fluoreszenz
mittels IVIS Bildgebung gemessen. Anfangskonzentration der Bakterien: 2,5x107 KBE pro Plattenvertiefung.
Bildgebungsparameter: Anregung 570 nm; Emission 660 nm; f-stop: 1,2; Anregungszeit: 1 s.
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Abbildung 4.3: Nachweis der M. tuberculosis Reporterstaimme Charge3 und Cherry10 in immunkompetenten
SKH-1 Mausen.

Gruppen von SKH-1 Mausen (n=5) wurden intranasal mit den Reporterstimmen M. tuberculosis Charge3,
Cherry10 bzw. mit dem nicht fluoreszierenden WT Stamm M. tuberculosis H37Rv infiziert. Fluoreszenzsignale
wurden mittels VIS Bildgebungsverfahren einmal pro Woche Uber einen Zeitraum von 80 Tagen gemessen.
Dargestellt sind die Fluoreszenzsignale von 3 reprasentativen Mausen (A) bzw. deren Lungen (B), die an Tag 5,
15, 35 und 80 nach der Infektion im IVIS aufgenommen wurden. Bildgebungsparameter: Anregung 570 nm;
Emission 660 nm; f-stop: 1,2; Anregungszeit: 5 s. Fir die Aufnahme unspezifischer Fluoreszenzsignale wurde
der Anregungsfilter 465 nm benutzt. Die Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in Falschfarben dargestellt.
Signale in Gelb reprasentieren Fluoreszenz der hochsten Intensiat, wobei Signale in Dunkelrot eine niedrigere
Fluoreszenzintensitat bedeuten. Die Keimlast wurde in der Lunge zu den dargestellten Zeitpunkten nach der
Infektion bestimmt (C). Dieses Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte; n = 5.
Infektionsdosis/Maus/KBE: H37Rv, 7x10°; Charge3, 6,5x10°; Cherry10, 5,1x10°.
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H37Rv Charge3 Cherry10
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Abbildung 4.4: Nachweis der fluoreszierenden M. tuberculosis Charge3 bzw. Cherry3 Bakterien in den Lungen
immunkompetenter SKH-1 Mause.

An Tag 5, 15, 35 und 80 nach Infektion wurde von jeweils 3 Mausen pro Gruppe das Lungengewebe
entnommen und mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden von den Prdparaten Gefrierschnitte angefertigt und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Darstellung in Falschfarben: in Blau: Zellkerne (DAPI), in Rot:
fluoreszierende M. tuberculosis Charge3 bzw. Cherry3 Bakterien. Aufnahme mit dem Objektiv 60x,
GroRenmalistab: 20 um.
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Abbildung 4.5: Nachweis von M. tuberculosis H37Rv, Charge3 und Cherryl0 im Lungengewebe
immunkompetenter SKH-1 Mduse anhand der Anfarbung der sdurefesten Mykobakterien.

35 Tage nach der Infektion wurde jeweils 3 Mausen pro Gruppe das Lungengewebe entnommen und mit 4 %
PFA fixiert. AnschlieBend wurden von allen Praparaten Gefrierschnitte angefertigt und nach der Anfarbung der
saurefesten Mykobakterien lichtmikroskopisch untersucht. Aufnahme mit dem Objektiv 40x, GroRenmalstab:
10 pm.

4.1.3 Nutzbarkeit von M. tuberculosis FFlucRT in immunkompetenten
Mausen.

Alternativ zu den fluoreszierenden Reporterstimmen wurde der lumineszierende M. tuberculosis

FFlucRT Stamm auf seine Eignung als Reporterstamm fiir den Einsatz in der IVIS Bildgebung getestet.

Vor der Analyse des lumineszierenden Stamms im Tier erfolgte eine in vitro Analyse zur Leuchtkraft
der M. tuberculosis FFlucRT Bakterien. Dazu wurde die Bakteriensuspension in Verdiinnungsschritten
von 1:2 in eine schwarze Mikrotiterplatte austitriert. Zu den Mykobakterien wurden 50 ul einer
50 mg/ml Substrat (Luciferin)-L6sung dazupipettiert und anschlieBend im IVIS gemessen (Abb. 4.6 C).
Die Anfangskonzentration der Mykobakterien betrug 25x10’ KBE pro Plattenvertiefung. Resultierend

konnte eine kontinuierliche Abnahme der Lumineszenz in vitro beobachtet werden.

Zur Untersuchung von Virulenz, Wachstumskinetik und histopathologischen Verdanderungen wurden
die BALB/c Miuse mit M. tuberculosis FFlucRT mit der Dosis 6,5x10° Bakterien/Maus intranasal
infiziert. Der zeitliche Verlauf der Infektion wurde mithilfe von IVIS Bildgebung verfolgt. Dabei wurde
die Lumineszenz mit der durch KBE ermittelte Keimlast verglichen. Als Referenzstamm diente

M. tuberculosis H37Rv (Infektionsdosis: 7x10* Bakterien/Maus).

Zum Nachweis von M. tuberculosis FFlucRT wurde das Substrat Luciferin (500 mg/kg Mausgewicht)
intraperitoneal verabreicht. Die Lumineszenz wurde 5, 15 und 30 Minuten nach der Verabreichung
des Substrats im IVIS gemessen. Im Verlauf des gesamten Experiments konnte keine Lumineszenz in

lebenden Tieren nachgewiesen werden. An Tag 5, 15, 34 und 80 nach der Infektion wurden den
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Tieren die Lungen entnommen und unmittelbar danach im IVIS gemessen (Abb. 4.6). An Tag 5 waren
in den Lungen keine Lumineszenzsignale zu verzeichnen, da sich die Bakterienzahl unter dem
Detektionslimit befand. An Tag 15 nach der Infektion konnten in den Lungen die ersten
Lumineszenzsignale gemessen werden (Abb. 4.6 B). Im weiteren Infektionsverlauf, an Tag 34, war
eine Abnahme der Lumineszenz zu beobachten. Am letzten Zeitpunkt der Messung (Tag 80) konnte
keine Lumineszenz festgestellt werden. An Tag 35 und 80 nach Infektion wurde das Substrat Luciferin
(50 pl einer 50 mg/ml PBS-Lésung) auf die isolierten Lungen gegeben, damit das Substrat besser in
das Lungengewebe diffundieren und das Enzym Luciferase in den Mykobakterien erreichen kann. 5
Minuten nach der erneuten Gabe des Substrats konnte eine Zunahme der Lumineszenz an Tag 35 der
Infektion festgestellt werden. An Tag 80 nach der Infektion konnte jedoch durch erneute Zugabe von

Luciferin keine Verstarkung der Lumineszenz beobachtet werden (Abb. 4.6 D).

Die Bakterienzahl in den Lungen der mit M. tuberculosis FFIUcRT infizierten Tiere war im Vergleich zu
der Keimzahl in den Lungen der mit dem Wildtypstamm M. tuberculosis H37Rv infizierten Tiere
(ausgenommen des ersten Untersuchungszeitpunkts (Tag 5)) um eine bis zwei logarithmische Stufen
niedriger. Im zeitlichen Verlauf der Infektion war ab dem Tag 34 eine Reduktion der Keimzahl zu

beobachten (Abb. 4.6 E).
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Abbildung 4.6: Nachweis des M. tuberculosis Reporterstamms FFIucRT in immunkompetenten BALB/c
Mausen.

Gruppen von SKH-1 Mausen (n=5) wurden intranasal mit dem Reporterstamm M. tuberculosis FFluc bzw.
Referenzstamm M. tuberculosis H37Rv (Infektionsdosis: 7x10° Bakterien/Maus intranasal infiziert:
Infektionsdosis 6,5x10° Bakterien/Maus. Lumineszenzsignale wurden mittels IVIS Bildgebungs-verfahren einmal
pro Woche Uber einen Zeitraum von 81 Tagen gemessen. Dargestellt sind die Lumineszenzsignale drei
reprasentativer Mause (A) bzw. deren Lungen (B, C, D), die an Tag 5, 15, 35 und 81 nach der Infektion im IVIS
aufgenommen wurden. Bildgebungsparameter: Anregung 570 nm, Emission 660 nm, f-stop: 1,2,
Anregungszeit: 5 min. Lumineszenzintensitat ist als semsrt in Falschfarben dargestellt. Signale in Gelb
reprasentieren Fluoreszenz der hochsten Intensitdt, wobei Signale in Blau eine niedrigere Fluoreszenzintensitat
bedeuten. Die Keimlast wurde in den Lungen zu den dargestellten Zeitpunkten nach der Infektion bestimmt.
(D) Die Lumineszenz wurde 5 min der erneuten Gabe von Luciferin unter den gleichen Parametern wie bei (B)
gemessen. Die Keimlast wurde in der Lunge zu den dargestellten Zeitpunkten nach der Infektion bestimmt (E).
Dieses Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte; n = 5. Bakteriensuspensionen
wurden in Verdiinnungsschritten von 1:2 angesetzt und die Lumineszenz anhand IVIS Bildgebung gemessen.
Anfangskonzentration der Bakterien: 25x10” KBE pro Plattenvertiefung. Bildgebungsparameter: Anregung:
570 nm, Emission: 660 nm, f-stop 1,2, Anregungszeit: 1s.
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4.2 Analyse der Schutzwirkung des Impfstoffs H56-CAF01 nach
subkutaner und intranasaler Impfstoffverabreichung im
Mausmodell der Tuberkulose

4.2.1 Analyse der Schutzwirkung von H56-CAFO01 als Prime-Impfstoff

Dieser Teil der Arbeit befasst sich mit der bildgebenden Analyse der Schutzwirkung des
rekombinanten Spaltvakzins H56 (Ag85B-ESAT6-Rv2660c (SSI, Kopenhagen) in einem Mausmodell
der Tuberkulose. H56 wurde in Kombination mit dem Liposomen-basierten Adjuvans CAF01
verabreicht. In diesen Untersuchungen wurde die Schutzwirkung von H56-CAFO1 als Prime-
(Grundimmunisierungs)-Impfstoff mithilfe von VIS Bildgebung getestet. Hierzu wurde ein
fluoreszierender rekombinanter Reporterstamm des Tuberkuloseerregers M. tuberculosis Charge3
eingesetzt. Dieser Stamm hat sich in vorangegangenen Studien fiir die bildliche Darstellung von
Infektionsprozessen in unseren Tiermodellen als optimal erwiesen (s. 4.1.1 und 4.1.2), da er im
Vergleich zu den anderen untersuchten M. tuberculosis Reporterstimmen die hochste Fluoreszenz
im lebenden Tier (SCID) sowie in isolierten Lungen der SKH-1 Mause aufwies. Dieser Ansatz sollte
dazu beitragen, dass die Schutzwirkung anhand des Reportersignals direkt in der Lunge eines
individuellen Tiers lber eine langere Zeit verfolgt werden kann. In unserer Gruppe wurde bereits
gezeigt, dass die Wirkung von Antibiotika anhand fluoreszierender M. tuberculosis Reporterstimme
in den Lungen der Tiere erfolgreich analysiert werden konnte [184]. Diese Methode sollte nun auch
fir Impfstoffanalysen etabliert werden. AuRerdem sollte in dem folgenden Kapitel analysiert werden,
ob die Art der Impfstoffverabreichung eine Auswirkung auf die Schutzwirkung des Impfstoffs H56-
CAFO01 hat. In dieser Studie wurden zwei Immunisierungsmethoden, die bisher fiir die Vakzinierungen
gangige subkutane und die hier zu testende intranasale Verabreichung, vergleichend analysiert. Dazu
wurden CB6F1 Mause (F1 Generation der C57BL/6 und BALB/c Mause) subkutan bzw. intranasal im
Abstand von zwei Wochen zweimal mit dem Impfstoff H56-CAFO1 immunisiert. Kontrolltiere
erhielten nur den Impfstofftrager CAFO1 (Abb. 4.7). 28 Tage nach der ersten Immunisierung wurden
die Mduse mit dem fluoreszierenden Reporterstamm M. tuberculosis Charge3 intranasal mit der
Dosis 8,6x10° KBE pro Maus infiziert. Die erzielte Impfstoffwirkung wurde an Tag 5, 15, 30 und 61
nach der Infektion mittels VIS Bildgebung im Vergleich zur Gber KBE ermittelten Keimlast untersucht.

Dabei wurde die Bakterienanzahl mit der Intensitat der aufgenommenen Fluoreszenz verglichen.

In der Brustregion lebender Tiere konnten wahrend der gesamten Versuchsdauer von 61 Tagen keine
Fluoreszenzsignale detektiert werden. An Tag 5, 15, 30 und 61 nach der Infektion wurden den Tieren
die Lungen entnommen und die Fluoreszenz mittels IVIS Bildgebung analysiert (Abb. 4.8 A, B). Im Fall
der intranasalen Impfstoffverabreichung war ein Anstieg der Mykobakterien-spezifischen Signale an

Tag 30 nach der Infektion zu verzeichnen. Dabei war kein Unterschied in der Fluoreszenz der Lungen
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der H56-CAF01- und CAFOl-immunisierten Tiere festzustellen. Dieses Ergebnis kann darauf
hindeuten, dass kein Impfschutz gegen TB durch die intranasale Vakzinierung mit H56-CAFO01 erreicht
wurde. Nach der subkutanen Impfstoffverabreichung war dagegen an Tag 30 der Infektion ein
signifikanter Unterschied in der Fluoreszenz der Lungen der H56-CAFO1- und CAFOl-immunisierten
Tiere festzustellen, der auf die Schutzwirkung von H56-CAF01 zuriickgefiihrt werden kann. Im
weiteren Verlauf der Infektion war eine Reduktion der Fluoreszenz in den Lungen der Versuchstiere
zu beobachten, wobei diese nach der subkutanen Applikation geringer ausgefallen ist (Tag 61). In
Kontrolllungen der Tiere, die weder immunisiert noch infiziert wurden, war keine Fluoreszenz zu

detektieren.

Der Vergleich der Keimlast zeigte, dass nach der intranasalen Impfstoffverabreichung zu keinem der
Zeitpunkte der Infektion ein signifikanter Unterschied in der Bakterienzahl zwischen H56-CAF01- und
CAFOl1-immunisierten Tiere zu beobachten war. Im Fall der subkutanen Impfstoffverabreichung lieR
sich eine um ca. eine logarithmische Stufe geringere Keimzahl in den Lungen der H56-CAF01-
immunisierten Mause im Unterschied zu der Bakterienzahl der CAFO1-immunisierten Tiere erkennen

(Abb. 4.8 F). Die Anzahl der Bakterien korrelierte mit den gemessenen Fluoreszenzwerten.

Anhand fluoreszenzhistologischer  Untersuchungen konnten lebende rot-fluoreszierende
M. tuberculosis Charge3 Bakterien in den entziindeten Lungenregionen nachgewiesen werden (Abb
4.9). Tote Bakterien verlieren innerhalb von 2-3 Stunden ihre Fluoreszenz und kénnen somit in der

Fluoreszenzmikroskopie nicht nachgewiesen werden.

Histologische Untersuchungen mittels HE-Farbung zeigten, dass im Lungengewebe aller mit dem
Adjuvans(CAF01)-immunisierten Tiere sowie im Fall der intranasalen Immunisierung mit H56-CAF01
entziindliche Infiltrate nachzuweisen waren. Im Fall der subkutanen Immunisierung mit H56-CAF01

waren jedoch keine bis wenige Bereiche mit entzlindlichen Infiltrationen zu beobachten (Abb 4.10).

Tag 1 14 28 5 15 30 61
I I | | I I I
—
I I I B

®H56-CAF01  ®H56-CAF01 e M.th. Charge3 Imaging
i.n., s.c. i.n., s.c.

* CAF01 * CAF01
i.n., s.c. i.n., s.c.

Gruppen: 1) H56-CAF01 i.n.
2) H56-CAF01 s.c.
3) CAFO01 i.n.
4) CAF01 s.c.

Abbildung 4.7: Versuchsaufbau zur Analyse der Schutzwirkung des H56-CAF01-Impfstoffs nach zwei
unterschiedlichen Immunisierungswegen.



57

Ergebnisse

[8e1] uoiyaju) Jap yoeu 319z

o & o ° & o K} & o o K & o
+ L + 0L : : o0k 3 : : o0k - : - o0k
-0k Lot -0k Lot
. L0t . Fz0L F20L 201
- % Fc0b o “ﬂ* 0L reOb novm
104Y) o ITTOSI < 7 0L B s 0L e P [10F ’ F0l T
104V2-9SH o T o0k e i a0t of, W o il =3 Fio g
Fs0L Fs0L ||.mw| - W a0k nﬁu H K ..2[
L0 Lot * ¥ -.01 . L.01
'S ‘2NN 'l Zpn *2's ‘a8un ‘u’l ‘@8um
H 9 E
T04VO ==
T04VD-9SH =
oy
[8e1] uonyaju) J3p yoeu 33z
> & o o 9-900°6 = XeW —~ - - =
s o0 doacsaaee s eals o ool
uz3
s aspacasrnecn oe s on ol
9e 19 Sep 0€ Ser ST Sey G 3el “J3uo)
€7
7S uenyqns g
H r
m o
8 a.-
[}
3
2000 ._.u_...
= 3 &y o - e ‘ =
. BRI IRy Tl O
= -
Poew eaarialosss dlese o TR
19 8ey 0€ el ST Sep G 8el U0y
+01°0'9
o) |eseuesju| v



58 Ergebnisse

Abbildung 4.8: Die Schutzwirkung des Impfstoffs H56-CAF01 ist von der Art der Impfstoffverabreichung
abhangig.

CB6F1 Méause (n=5) wurden im Abstand von zwei Wochen zweifach mit dem Impfstoff H56-CAF01 (10 pg H56 in
40 pl der CAF01-Loésung (1,25 mg/ml DDA und 0,5 mg/ml TDB)/Maus) intranasal bzw. subkutan (5 pg H56 in
40 ul der CAFO1-Losung (1,25 mg/ml DDA und 0,5 mg/ml TDB)/Maus) immunisiert. Kontrollgruppen der
Versuchstiere erhielten nur den Impfstofftrager CAFO1 (intranasal: 40pl und subkutan 100 pl der CAF01-Losung
(1,25 mg/ml DDA und 0,5 mg/ml TDB)). An Tag 28 nach der letzten Immunisierung wurden die Mause mit
M. tuberculosis Charge3 infiziert (Infektionsdosis: O,86x103 KBE/Maus). AnschlieBend wurde die
Impfstoffwirkung an Tag 5, 15, 30 und 61 nach der Infektion im IVIS nach intranasaler (A) bzw. nach subkutaner
(B) Impfstoffverabreichung untersucht. Kontrollgruppen (Kontr.) wurden weder immunisiert, noch infiziert. Als
Kontrollen (Kontr.) sind Lungen der Versuchstiere zum Zeitpunkt Tag 35 nach der Infektion dargestellt.
Bildgebungsparameter: Anregung 605 nm; Emission 660 nm; f-stop: 1.2; Anregungszeit: 1 s. Fir die Aufnahme
unspezifischer Fluoreszenzsignale wurde der Anregungsfilter 500 nm benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als
Effizienz in Falschfarben dargestellt. Signale in Gelb reprasentieren die Fluoreszenz der hochsten Intensitat,
wobei Signale in Dunkelrot eine niedrigere Fluoreszenzintensitat bedeuten. Abbildungen wurden mit Hilfe der
Image Math Tool normiert. (C, D) Fluoreszenz isolierter Lungen nach intranasaler Impfstoffverabreichung (n=5).
Die Keimlast wurde in Lunge (E, F) und Milz (G, H) zu den dargestellten Zeitpunkten nach der Infektion
bestimmt. Das Experiment wurde zweimal durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte; *p < 0,05; **p <
0,01, ***p < 0,001.

H56-CAF01 CAF01

Intranasal

a . -

Abbildung 4.9: Nachweis fluoreszierender M. tuberculosis Charge3 Bakterien im Lungengewebe der CB6F1
Mause.

An Tag 5, 15, 30 und 61 nach der Infektion wurde von jeweils 3 Mausen pro Gruppe das Lungengewebe
entnommen und mit 4 % PFA fixiert. Anschliefend wurden die Gefrierschnitte der Lungenpraparate angefertigt
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dargestellt ist das Lungengewebe mit H56-CAF01- bzw. CAF01-
immunisierter Mause nach intranasaler bzw. subkutaner Impfstoffverabreichung an Tag 30 nach Infektion.
Darstellung in Falschfarben: in Blau: Zellkerne (DAPI), in Rot: fluoreszierende M. tuberculosis Charge3
Bakterien. Aufnahme mit dem Objektiv 100x, GréBenmaRstab: 10 um.
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Abbildung 4.10: Entziindliche Infiltrate in den Lungen immunisierter Mause.
An Tag 5, 15, 30 und 61 nach der Infektion wurde von jeweils 3 Mausen das Lungengewebe entnommen und
mit 4 % PFA fixiert. AnschlieBend wurden von den Praparaten Gefrierschnitte angefertigt und nach der HE-
Farbung mikroskopisch untersucht. Dargestellt ist das Lungengewebe H56-CAF01- bzw. CAF01- immunisierter
Mause nach intranasaler und subkutaner Impfstoffverabreichung an Tag 30 nach Infektion. Aufnahme mit dem
Objektiv 40x, GroRenmalistab: 30 um. Pfeile: Infiltration entzindlicher Zellen.

4.2.2 Analyse der Schutzimpfung des Impfstoffs H56-CAF01 im Mausmodell
der Tuberkulose nach Grundimmunisierung mit BCG

In dieser Studie wurde die Schutzwirkung von H56-CAFO1 auf seine Eignung als Boost-
(Nachimmunisierungs)-Impfstoff mittels VIS Bildgebung anhand des fluoreszierenden
Reporterstammes M. tuberculosis Charge3 in der Maus untersucht. Dabei wurden wieder zwei
Applikationswege (subkutan gegeniiber intranasal) miteinander verglichen. Dazu wurde vier Gruppen
von CB6F1 Mausen zunichst BCG als Grundimmunisierung (Prime-lmmunisierung) verabreicht (1x10°
KBE/Maus), anschlieBend erfolgten im Abstand von zwei Wochen zwei weitere Boost-(Nach)-
Immunisierungen mit H56-CAF01 bzw. mit dem Impfstofftrager CAFO1 alleine. Eine Gruppe der
Versuchstiere wurde nicht immunisiert. Nach 42 Tagen wurden alle Versuchstiere mit M. tuberculosis
Charge3 intranasal infiziert. Die erzielte Impfstoffwirkung wurde an Tag 5, 15, 30 und 60 nach der
Infektion mittels IVIS Bildgebung und anhand der durch KBE ermittelten Keimlast untersucht. Dabei
wurde die Bakterienzahl mit der Intensitdt der aufgenommenen Reportersignale verglichen (Abb.

4.11 und 4.12). Kontrolltiere wurden weder immunisiert, noch infiziert.
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In den Lungenbereichen lebender Mause konnte zu keinem der dargestellten Zeitpunkte des
Experiments Fluoreszenz gemessen werden, da die Fluoreszenzsignale der Bakterien beim Wandern
durch das Gewebe abgeschwacht wurden und die Oberfiche der Brustregion nicht erreichen
konnten, wo sie mit der CCD-Kamera des IVIS Gerats detektierbar waren. Daraufhin wurden den
Tieren an den dargestellten Zeitpunkten nach der Infektion die Lungen entnommen und im IVIS
analysiert (Abb. 4.12 A-C). Im Vergleich zur subkutanen Applikation wurden im Fall der intranasalen
Vakzinierung héhere Fluoreszenzwerte in den Lungen der mit H56-CAF01 geimpften Tiere gemessen.
Im Fall der subkutanen Immunisierung konnten im Lauf des Experiments sehr schwache
Fluoreszenzsignale gemessen werden (Abb. 4.12 B). Die Fluoreszenz der Lungen nicht geimpfter,
jedoch mit M. tuberculosis Charge3 infizierter Tiere stieg bis zum Tag 30 der Infektion an, an Tag 60
war eine leichte, nicht signifikante, Verminderung der Fluoreszenz zu verzeichnen. In Kontrolllungen

der Tiere, die weder immunisiert noch infiziert wurden, war keine Fluoreszenz zu detektieren.

Der Vergleich der Keimlast zeigte, dass nach intranasaler Impfstoffverabreichung zu keinem der
Zeitpunkte der Infektion ein signifikanter Unterschied in der Bakterienzahl zwischen H56-CAF01- und
CAFO1-immunisierten Tieren zu beobachten war. Im Fall der subkutanen Impfstoffverabreichung war
die Keimzahl in den Lungen der H56-CAFO1-immunisierten Mduse im Vergleich zu der Bakterienzahl
der CAFO1-immunisierten Tiere nicht signifikant, um eine halbe logarithmische Stufe, verringert (Abb.
4.8 G). Die Anzahl der Bakterien korrelierte mit den gemessenen Fluoreszenzwerten. Anhand
fluoreszenzhistologischer Untersuchungen konnten lebende fluoreszierende M. tuberculosis Charge3
Bakterien in den inflammatorischen Lungenregionen detektiert werden (Abb 4.13). Histologische
Untersuchungen mittels HE-Farbung zeigten, dass im Lungengewebe aller mit dem Adjuvans (CAF01)-
immunisierten Tiere und nach der intranasalen Immunisierung mit H56-CAFO1 sowie mit
M. tuberculosis Charge3 im Lungengewebe der infizierten Tiere entziindliche Infiltrate nachzuweisen
waren. Im Fall der subkutanen Immunisierung mit H56-CAFO1 waren jedoch keine bis wenige

Bereiche mit entziindlichen Infiltrationen zu beobachten (Abb 4.14).

Tag 1 14 28 42 5 15 30 60
| | | | _ -
*BCG s.c. 4 Gr. 'ﬂSG-CAFO‘I 'ﬂSE-CAFM * M.tb. Charge3 Imaglng
e nicht imm. LN, s.c. LN, s.c.
s CAFO01 s CAF01
i.n., s.c. i.n., s.c.
enicht imm. enicht imm.

Gruppen: 1) BCG / H56-CAF01 i.n.
2) BCG /| H56-CAF01 s.c.
3) BCG/ CAFO01 i.n.
4) BCG /| CAF01 s.c.
5) nicht immunisiert

Abbildung 4.11: Versuchsaufbau zur Analyse der Schutzwirkung des H56-CAF01-Impfstoffes in zwei
Immunisierungsmodellen nach der Grundimmunisierung mit BCG.
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Abbildung 4.12: Schiitzende Wirkung des H56-CAF01-Impfstoffes nach Grundimmunisierung mit BCG.

CB6F1 Mause (n=5) wurden mit dem BCG Impfstoff subkutan grundimmunisiert (Dosis/Maus: 1x10° KBE). 14
und 28 Tage nach der BCG Immunisierung wurden die Tiere mit dem Impfstoff H56-CAFO1 intranasal bzw.
subkutan nachimmunisiert. 2 Wochen nach der letzten Immunisierung wurden die Ma&use mit dem
Reporterstamm M. tuberculosis pCharge3 intranasal infiziert (Infektionsdosis: 0,9x10° KBE/Maus).
Anschliefend wurde die Impfstoffwirkung in den isolierten Lungen an Tag 5, 15, 30 und 60 nach der Infektion
im VIS gemessen (A, B). (C) Mause dieser Gruppen wurden nicht immunisiert, es erfolgte nur eine Infektion mit
M.tuberculosis Charge3. Kontrollgruppen (Kontr.) wurden weder immunisiert noch infiziert. Als Kontrollen sind
Lungen der Versuchstiere zum Zeitpunkt Tag 35 nach der Infektion dargestellt (A, B, C). Bildgebungsparameter:
Anregung 605 nm; Emission 660 nm; f-stop: 1.2; Anregungszeit: 1s. Fir die Aufnahme unspezifischer
Fluoreszenzsignale wurde der Anregungsfilter 500 nm benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in
Falschfarben dargestellt. Signale in Gelb reprasentieren die Fluoreszenz der hochsten Intensitat, wobei Signale
in Dunkelrot eine niedrigere Fluoreszenzintensitat bedeuten. Aufgenommene Bilder wurden mit Hilfe der
Image Math Tool normiert. Fluoreszenz isolierter Lungen nach intranasaler (D) bzw. subkutaner (E)
Impfstoffverabreichung (n=5). Die Keimlast wurde in Lunge (F, G) und Milz (H, I) zu den dargestellten
Zeitpunkten nach der Infektion bestimmt. Das Experiment wurde zweimal durchgefiihrt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichungen; *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Abbildung 4.13: Nachweis der fluoreszierenden Mtb Charge3 Bakterien im Lungengewebe der CB6F1 Mause.
An Tag 5, 15, 30 und 60 nach der Infektion wurde von jeweils 3 Mausen pro Gruppe das Lungengewebe
entnommen und mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden die Gefrierschnitte der Lungenpraparate angefertigt
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dargestellt ist das Lungengewebe mit H56-CAF01 bzw. CAF01
behandelter Mause nach intranasaler und subkutaner Impfstoffverabreichung an Tag 30 nach der Infektion.
Kontrolllungen (Kontr.) wurden weder immunisiert noch infiziert. OriginalvergroBerung 600x. In Rot:
fluoreszierende M. tuberculosis Bakterien Charge3. Aufnahme mit dem Objektiv 100x, GréRenmalistab: 25 um.
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Abbildung 4.14: Nachweis der M. tuberculosis Charge3 Bakterien im Lungengewebe der CB6F1 Mause.

An tag 5, 15, 30 und 60 nach der Infektion wurde von jeweils 3 Mausen das Lungengewebe entnommen und
mit 4 % PFA fixiert. AnschlieBend wurden von den Praparaten Gefrierschnitte angefertigt und nach der HE-
Farbung mikroskopisch untersucht. Dargestellt ist das Lungengewebe mit H56-CAFO1 bzw. CAFO1
immunisierter Mause nach intranasaler und subkutaner Impfstoffverabreichung an Tag 30 nach der Infektion.
Aufnahme mit dem Objektiv 40x, GroRenmaRstab: 50 um



Ergebnisse 65

4.3 Zeitliche und raumliche Verteilung des Impfstofftragers CAF01

4.3.1 Herstellung und Analyse des fluoreszierenden CAF01

Der Verabreichungsort eines Impfstoffs, seine Verteilung, d.h. der Transport eines Impfstoffes zu den
immunologisch relevanten Organen (drainierende Lymphknoten, Milz) bzw. seine Verteilung im
Zielorgan (z.B. Lunge), ebenso wie seine Verteilungsgeschwindigkeit und Verweildauer im Gewebe
(Depotbildung) kénnen die Immunantwort beeinflussen [196]. Zur Visualisierung dieser Prozesse in
der Maus und ihren Organen wurde der Impfstofftrager CAFO1 mit fluoreszierenden Halbleiter-
Nanokristallen (Quantum Dots, QDots) markiert (Abb. 4.15) und nach intranasaler bzw. subkutaner
Verabreichung mittels VIS Bildgebung analysiert. Als Modellantigen wurde Ovalalbumin (Ova)
verwendet. Das Ovalbumin wurde mittels EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid)
kovalent an die Quantum Dots gekoppelt (s. 3.4.1). Die QDot-Ova-Konjugate wurden mit CAFO1
vermischt, so dass die Verabreichungsdosen fiir die intranasale bzw. subkutane Applikation jeweils
20 bzw. 100 pmol QDots enthielten. Das Gesamtvolumen einer Dosis fir die intranasale Applikation
betrug 30 ul und fir die subkutane Impfstoffverabreichung 100 pl. Die Konzentrationen der
Bestandteile des Vakzintragers CAFO1, DDA und TDB, waren mit 250 pg DDA und 50 pg TDB in jeder
Verabreichungsdosis dieselben. Einzelne Dosen (QDot-Ova-CAF01 bzw. QDot-CAFO1 (ohne Protein))
sowie QDot-Ova Konjugate (ohne Impfstofftrager) wurden bei 30 000 xg fir 15 min (4°C)
zentrifugiert. Pellets und entsprechende Uberstinde wurden anschlieRend im Western Blot
analysiert (Abb. 4.16). In den jeweiligen Uberstianden waren weder fluoreszierende QDots noch
ungebundenes Ova nachweisbar (Bahnen 4, 6, 8, 10 und 12). Weiterhin war zu beobachten, dass das
Wandern der QDot-haltigen CAFO1 im SDS-PAGE Gel durch das Protein beeinflusst war. QDot-CAF01
verblieben wahrend der Elektrophorese in den Geltaschen, wobei proteinhaltige QDot-Ova-CAF01
Formulierungen besser im Gel wandern konnten. Das kann an der erhdhten Loslichkeit von QDot-
Ova-CAFO1 durch das Protein liegen. Im Weiteren wurde die Fluoreszenz einzelner
Verabreichungsdosen im IVIS nachgewiesen (Abb. 4.17). Die Abb. 4.18 zeigt den Nachweis von Ova
im Lungengewebe nach intranasaler Verabreichung. Dabei ist eine Kolokalisation von QDot und Ova

zu beobachten, was auf eine erfolgreiche und stabile Kopplung von Ova an die QDots hindeutet.

Die zeitliche Verteilung der fluoreszierenden Impfdosen in der Maus wurde in nachfolgenden
Experimenten mittels IVIS Bildgebung untersucht. Die Anwendung dieser neuen Technologie, mit der
sich die Verteilung und die Quantifizierung von QDots-markierten Substanzen im gleichen Tier
zeitlich beobachten 14Rt, soll dazu beitragen, die Entwicklung und Verbesserung neuer Vakzine gegen

Infektionskrankheiten, insbesondere der Tuberkulose, voranzutreiben. Die Erkenntnisse aus diesen
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Studien sollten dazu dienen, aus den zwei Verabreichungs-Methoden, subkutan gegeniber

intranasal, die optimalste fiir CAFO1 als Impfstoff-Trager zu ermitteln.

7 ToB
! DDA
© Qdot
= Antigen (Ova)

CAFO01 QDot-Ova QDot-Ova-CAF01

Abbildung 4.15: Herstellung der fluoreszierenden QDot-Ova-CAF01 Konjugate.

s.c. Dosis i.n. Dosis
+0Ova -Ova +Ova -Ova

12 3456 78 910111213

1: M: Prestained protein ladder SM0671, Fermentas

130 kD 2:0,01 pg Ova

a 3: QDot-Ova-CAF01, 5 pmol QDot, s.c. Dosis

4: QDot-Ova-CAF01, Uberstand, s.c. Dosis

95 kDa — 5: ODot-CAF01, 5 pmol QDot, s.c. Dosis

72 kDa — 6: QDot-CAF01, Uberstand, s.c. Dosis
7: QDot-Ova-CAF01, 5 pmol QDot, i.n. Dosis

55 kDa — 8: QDot-Ova-CAF01, Uberstand, i.n. Dosis
9: ODot-CAF01, 5 pmol QDot, i.n. Dosis

Ova 42,8kD 43 kDa 10: ODot-CAFO01, Uberstand, i.n. Dosis
va 42,8kDa K
gg kga = 11: QDot-Ova-CAF01, 5 pmol QDot
a —

12: QDot-Ova, Uberstand
13: QDot-Ova, 5 pmol

17 kDa —

Abbildung 4.16: Western Blot Analyse der fluoreszierenden QDot-Ova-CAF01 Konjugate.

Die QDot-Ova-CAF01 Konjugate wurden wie im Methodenteil (s. Seite 27) beschrieben hergestellt. Nach der
Ultrazentrifugation (15 min, 4°C, 30 000 x g) wurden die jeweiligen Sedimente bzw. die Uberstinde im Western
Blot analysiert. Nach der Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran wurden freie
Bindungsstellen mit 5% MPBS blockiert (90 min, RT). Danach erfolgte die erste Inkubation mit dem anti-Ova
Antikérper (UN, 4°C, Verd. 1:200, Schiitteln). Nach dem Waschen der Membran in 0,001 %-igem TBS erfolgte
die zweite Inkubation mit dem sekundédren Antikérper IRDye 700 (40 min, Verd. 1:1000, RT, Schitteln). Zur
Detektion der Fluoreszenzsignale wurde das Odyssey Infrared Imaging System der Firma LI-COR® Bioscience
benutzt.
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Platte 1
1 2 3 4 5 6

A1-3: 10 pmol QDots in CAFO1

A4: CAF01; A5: 20 pmol QDots in CAF01; A6: Boratpuffer

B1-4: Uberstinde von i.n. und s.c. Impfstoffdosen;

B5: 20 pmol QDots in Boratpuffer; B6: 10 pmol QDots in Boratpuffer
C1-3: 30 pmol QDots in CAF01

Platte 2
1 2 3 4 5 6

<8 e h an

A1: 10 pmol QDots in CAF01; A2: 20 pmol QDots in Boratpuffer
A3: CAF01; A4: Boratpuffer; A5-6: leer
B1: 10 pmol Qdots in CAF01; B2-4: 100 pmol QDots in CAF01

Abbildung 4.17: Test der fluoreszierenden QDot-Ova-CAF01 Formulierungen im IVIS.
Die Fluoreszenz einzelner Verabreichungsdosen wurde mittels IVIS Bildgebung analysiert.

Bildgebungsparameter: Anregung 560 nm, Emission 700 nm, f-stop: 1,2, Anregungszeit 0.5 s. Diese Analyse
wurde 3-fach wiederholt.

Abbildung 4.18: Nachweis von Ovalbumin im Lungengewebe.

SKH1-Mausen (n=5) wurden fluoreszierende Impfstofftrager QDot-Ova-CAFO1 (20 pmol QDots und 5 pg
Ova/Dosis) intranasal verabreicht. An Tag 1 nach der Verabreichung wurden den Tieren die Lungen
entnommen und mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden von den Prdparaten Gefrierschnitte angefertigt und
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dazu wurden jeweils 2 Kryoschnitte von 2 Mausen gegen das Ova
immunbhistologisch gefarbt (1. AK: anti-Ova, Kaninchen, Verd.: 1:200; 2. AK: Cy2-conjugated Goat anti-rabbit J6
(H+L), Verd.: 1:200). Darstellung in Falschfarben: in Blau: Zellkerne (DAPI), in Griin: Ovalbumin, in Rot: QDots,
Aufnahme mit dem Objektiv 20x, GréBenmaRstab: 200 um.
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4.3.2 Verteilung des fluoreszenzmarkierten Impfstofftragers CAFO1 in der
Maus nach intranasaler Applikation

Verteilung von fluoreszierenden CAFO1 mit 20 pmol QDots/Dosis

Zur Visualisierung der zeitlichen Verteilung des fluoreszenzmarkierten Impfstofftragers CAFO1 in der
Maus in Abhangigkeit von der Verabreichungsmethode (intranasal gegeniber subkutan) wurden
haarlose SKH1-Mause eingesetzt. In dieser Studie wurde der Impfstofftrager CAFO1 in einem Gemisch
mit den QDot-Ova Konjugaten (QDot-Ova-CAF01) intranasal verabreicht. Dariiber hinaus wurde die
Fluoreszenz des Impfstoffs im Lungenbereich lebender Tiere unmittelbar nach deren Verabreichung
(Tag 1), an Tag 2 und weiterhin alle 5-7 Tage nach der Verabreichung fiir die gesamte Versuchsdauer
von 31 Tagen mittels VIS Bildgebung gemessen. Die Fluoreszenz wurde in isolierten Organen (Lungen
bzw. drainierenden Lymphknoten) an Tag 9 und 31 nach der Impfung gemessen. Zu der detaillierten
Analyse der Lokalisation der mit QDots markierten Impfstofftrager und histopathologischer
Veranderungen wurden die Organe anhand immunhistochemischer und fluorometrischer Methoden

untersucht.

Im Brustbereich lebender Tiere konnte keine Fluoreszenz wahrend der gesamten Versuchsdauer
detektiert werden, wobei die Fluoreszenz der Lungen im gedffneten Brustraum sowie in den
isolierten Lungen (Abb. 4.19 A, B) bzw. drainierenden trachealen Lymphknoten (Abb. 4.19 C) gut
messbar war. An Tag 9 nach der Verabreichung war eine starke Reduktion der Fluoreszenz in den
Lungen im geoffneten Brustbereich zu verzeichnen (Abb. 4.19 A). Am letzten Zeitpunkt des
Experiments (Tag 31) konnte keine Fluoreszenz im gedffneten Brustraum (Abb. 4.19 A) und nur sehr
schwache Fluoreszenz in den entnommenen Lungen (Abb. 4.19 B, D) detektiert werden. Der
Vergleich der Fluoreszenzsignale der trachealen Lymphknoten, die an Tag 9 und 31 nach der
Verabreichung aufgenommen wurden, zeigte keinen signifikanten Unterschied (Abb. 4.19 C und E).
Die Lungen und Lymphknoten der Kontrolltiere, denen weder fluoreszierende noch andere

Substanzen verabreicht wurden, wiesen keine Fluoreszenz auf (Abb. 4.19 B, C).

Weiterhin wurde die Verteilung von QDot-Ova-CAF01 Formulierungen im Lungengewebe mit Hilfe
der Fluoreszenzmikroskopie (Abb 4.20) und anhand der HE-Farbung untersucht (Abb. 4.21). An Tag 1
und 2 nach der Verabreichung waren fluoreszierende QDots in zahlreichen Bereichen im
Lungengewebe, zu beobachten. An Tag 9 und 31 des Experiments waren dagegen deutlich weniger
QDots zu verzeichnen. Die Ergebnisse der histologischen Untersuchungen mittels HE-Farbung

stimmen mit den Befunden der Fluoreszenzmikroskopie tiberein.
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Abbildung 4.19: Zeitliche Verteilung von QDot-Ova-CAF01 (20 pmol Qdot/Dosis) in der Maus nach
intranasaler Verabreichung.

SKH-1 M&usen (n=5) wurde mit QDots (20 pmol/Dosis) markierter Impfstofftrdger CAFO1 in Kombination mit
dem Proteinantigen Ova (5 pg/Dosis) intranasal verabreicht. Fluoreszenz wurde an Tag 1, 2, 9 und 31 nach der
Verabreichung im gedéffneten Brustbereich der Maus (A) sowie in den isolierten Lungen (B) und trachealen
Lymphknoten (C) an den Tagen 9 und 31 mittels IVIS Bildgebung gemessen. Bildgebungsparameter: (Anregung
640 nm; Emission 700 nm; f-stop: 1,2; Anregungszeit: 1 s. Fiir die Aufnahme unspezifischer Fluoreszenzsignale
wurde der Anregungsfilter 465 nm benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in Falschfarben dargestellt.
Signale in Gelb reprasentieren die Fluoreszenz der hdchsten Intensitdt, wobei Signale in Dunkelrot eine
niedrigere Fluoreszenzintensitat bedeuten. Quantifizierung der Fluoreszenz der isolierten Lungen (D) bzw.
trachealen LK (E). Das Experiment wurde einmal durchgefihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte *
Standardabweichungen; *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Abbildung 4.20: Verteilung der Fluoreszenzsignale im Lungengewebe der SKH-1 Mause nach intranasaler
Verabreichung von QDot-Ova-CAF01.

SKH-1 Mausen (n=5) wurden fluoreszierende Impfstofftrager QD-Ova-CAF01 (QDot: 20 pmol, Ova: 5ug/Maus)
intranasal verabreicht. An Tag 1, 2, 9 und 31 nach der Verabreichung wurden den Tieren die Lungen
entnommen und nach der Analyse im IVIS mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden die Gefrierschnitte der
Lungenpraparate von jeweils drei Mausen angefertigt und nach der DAPI-Farbung fluoreszenzmikroskopisch
untersucht. Darstellung in Falschfarben: in Blau: Zellkerne (DAPI), in Rot: QDots. Aufnahme mit dem Objektiv
100x, GroRenmalstab: 25 um.
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Abbildung 4.21: Analyse der Verteilung von QDot-Ova-CAF01 im Lungengewebe der SKH-1 Mause nach
intranasaler Verabreichung.

SKH-1 M&usen (n=5) wurden fluoreszierende Impfstofftrager QDot-Ova-CAF01 (QDot: 20 pmol, Ova: 5ug/Maus)
intranasal verabreicht. An Tag 1, 2, 9 und 31 nach der Verabreichung wurden die Lungen entnommen und nach
der Bildgebungsanalyse im IVIS mit 4 % PFA fixiert. AnschlieBend wurden die Gefrierschnitte der
Lungenpraparate von jeweils drei Mausen angefertigt, mittels HE gefarbt und lichtmikroskopisch untersucht.

Aufnahme mit dem Objektiv: A: 20x, B: 100x, GréRenmaRstab: A: 100 um: B: 20 um. QDots sind durch Pfeile
gekennzeichnet.
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Verteilung von fluoreszierenden CAFO1 mit 100 pmol QDots/Dosis

Im nachsten Versuch wurde die Konzentration der QDots in den Impfstofftragerkonjugaten auf
100 pmol erhoht, um die Detektion und Verteilung der fluoreszierenden Konjugate im ganzen Tier zu
erreichen. In diesem Versuch wurden C57BL/6 Mause verwendet, um die Experimente denen
unserer Kooperationspartner in Danemark anzupassen. Dabei wurden zwei Arten von
Impfstoffformulierungen verwendet: 1. fluoreszierende proteinhaltige QDot-Ova-CAF01 und 2. nur
QDot-haltige QDot-CAFO1 Formulierungen. Auf diese Weise sollte analysiert werden, ob die
Verteilung der Formulierungen durch das Vorhandensein des Proteins beeinflusst wird. Fir besseres
Detektieren von Fluoreszenzsignalen wurden den Tieren die Brustbereiche unter Betdubung mit
Ketamin/Xylacin rasiert, um eine durch die Haare bedingte Hintergrundfluoreszenz zu reduzieren und

somit bessere Darstellung von fluoreszierenden Reportersignalen zu erzielen.

Die Fluoreszenz in lebenden Mausen wurde direkt nach der Verabreichung der Impfstoffe (Tag 1), an
Tag 2 und weiterhin alle 5-7 Tage wahrend der gesamten Versuchsdauer von 29 Tagen mittels IVIS
Bildgebung analysiert. Die starkste Fluoreszenz in den lebenden Mausen konnte direkt nach der
Verabreichung, an Tag 1, detektiert werden, wobei eine hohere Fluoreszenz in den Brustbereichen
der Tiere, die die Formulierungen ohne Ovalbumin (QDot-CAF01) erhielten, im Vergleich zu den
Tieren, die Ova-haltige Formulierungen (QDot-Ova-CAF01) erhielten, gemessen wurde (Abb. 4.22 A,
B). Ab Tag 2 ist eine starke Reduktion der Fluoreszenzsignale in allen lebenden Mausen zu
verzeichnen. An Tag 15 und 29 nach der Verabreichung konnten nur schwache bis gar keine
Fluoreszenzsignale in Lungenbereichen der Tiere, die sowohl QDot-CAF01 als QDot-Ova-CAF01

erhalten haben, gemessen werden.

An Tag 15 und 29 nach der Verabreichung wurden den Tieren die Lungen entnommen und deren
Fluoreszenz im IVIS gemessen. An Tag 15 konnten in den Lungen Fluoreszenzsignale mit der héchsten
Intensitat gemessen werden (Abb. 4.22 C), wobei die Fluoreszenzsignale in den Lungen der Tiere, die
QDot-CAF01 erhielten, signifikant hoher waren als in den Lungen der mit QDot-Ova-CAF01
behandelten Tiere (Abb. 4.22 C, E). An Tag 29 konnte ebenfalls ein signifikanter Unterschied in der
Fluoreszenz der Lungen zwischen zwei zu vergleichenden Gruppen festgestellt werden. Die
Fluoreszenz der Lungen der mit QDot-CAF01 behandelten Tiere war starker als der Lungen der mit
QDot-Ova-CAF01 behandelten Tiere (Abb. 4.22 E). Diese Analysen zeigen, dass CAF01-
Formulierungen ohne Ovalbumin in lebenden Mausen sowie in den isolierten Lungen im Vergleich zu
den CAFO1-Formulierungen mit Ovalbumin besser detektierbar sind. Die Fluoreszenz der QDots wird
somit durch die Bindung des Proteins beeintrachtigt. Die Lymphknoten aus diesem Versuch wurden

fir die nachfolgenden durchfluRzytometrischen Untersuchungen verwendet (s. 4.5.1).
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Abbildung 4.22: Zeitliche Verteilung von QD-Ova-CAFO01 in der Maus nach intranasaler Verabreichung.

C57BL/6 Mausen (n=5) wurde der mit QDots (100 pmol/Dosis) markierter Impfstofftrager CAFO1 in
Kombination mit dem Proteinantigen Ova (5 ug/Dosis) intranasal verabreicht. Fluoreszenz wurde unmittelbar
nach der Verabreichung (Tag 1) und an Tag 2, 4, 15 und 29 nach der Verabreichung im lebenden Tier (A, B)
mittels IVIS Bildgebung gemessen. Fluoreszenz in einzelnen, isolierten Lungen wurde an den Tagen 15 und 29
nach der Verabreichung gemessen (C). Bildgebungsparameter: Anregung 640 nm; Emission 700 nm; f-stop: 1,2;
Anregungszeit: 1 s. Flr die Aufnahme unspezifischer Fluoreszenzsignale wurde der Anregungsfilter 465 nm
benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in Falschfarben dargestellt. Signale in Gelb reprdsentieren die
Fluoreszenz der hoéchsten Intensitdt, wobei Signale in Dunkelrot eine niedrigere Fluoreszenzintensitat
bedeuten. Quantifizierung der Fluoreszenz in der Maus (D) bzw. Lunge (E). Das Experiment wurde einmal

durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen; n = 5; *p < 0,05; **p < 0,01, ***p <
0,001.
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4.3.3 Verteilung des mit fluoreszenzmarkierten Impfstofftragers CAFO1 in der
Maus nach subkutaner Applikation

Verteilung von fluoreszierenden CAFO1 mit 20 pmol QDots/Dosis

Zur Untersuchung der zeitlichen Verteilung des mit fluoreszierenden QDots markierten
Impfstofftragers CAFO1 im Mauskérper wurden die QDot-Ova-CAFO1 (20 pmol QDots)
Formulierungen subkutan auf der rechten Seite im Schwanzbereich der haarlosen SKH1-Mause
injiziert. Die Fluoreszenz wurde an Tag 1, 2, 15, 22 und 31 nach der Verabreichung mittels IVIS
Bildgebung untersucht (Abb 4.23). Im Verlauf des Experiments wurde eine kontinuierliche Reduktion
der Fluoreszenz am Verabreichungsort beobachtet (Abb. 4.23 A). Am letzten Zeitpunkt des Versuchs
(Tag 31) wurden nur sehr geringe Fluoreszenzwerte an der Injektionsstelle gemessen. In den
unbehandelten Kontrolltieren wurden zu keinem Zeitpunkt der Messung Fluoreszenzsignale

gemessen.

Um zu untersuchen, ob fluoreszierende Formulierungen zu den regionalen drainierenden
Lymphknoten transportiert worden sind, wurden den Tieren die inguinalen Lymphknoten der
Injektionsseite (LK Re) und der gegeniiberliegenden Seite (LKLi) an Tag 9 und 31 nach der
Verabreichung entnommen. Die Fluoreszenz der LK wurde mittels IVIS Bildgebung analysiert (Abb.
4.23 C). Im Vergleich zu den Lymphknoten der Kontrolltiere wiesen die LK der geimpften Tiere an
jedem der untersuchten Zeitpunkte Fluoreszenzsignale auf. Das deutet auf einen erfolgreichen
Transport der fluoreszierenden Vakzin-Formulierungen zu den inguinalen LK hin. An Tag 31
gemessene Fluoreszenz der LK Re und LK Li war im Vergleich zur Fluoreszenz der entsprechenden LK,
die an Tag 9 nach der Injektion im IVIS gemessen wurden, signifikant hoher (Abb. 4.23 E). An Tag 31
nach der Applikation wurde ein signifikanter Unterschied in der Fluoreszenz der rechten LK im
Vergleich zu den linken LK festgestellt, dabei wiesen die LK von der Injektionsseite eine hohere

Fluoreszenz auf (Abb. 4.23 E).

Anhand fluoreszenzmikroskopischer Analysen konnten QDot-Ova-CAF01 im Lymphknotengewebe (LK
Re) nachgewiesen werden (Abb. 4.24). Die QDot-CAF01 Formulierungen konnten ebenfalls in
Gewebeschnitten der LK der Injektionsseite (LK Re) detektiert werden, wobei im Gewebe der LK Li
deutlich weniger QDot-spezifischer Signale zu beobachten waren (Daten nicht gezeigt). Die Anzahl
der Q-Dot-spezifischen Signale in den inguinalen LK der linken Seite war deutlich geringer im
Vergleich zu der Anzahl der Signale in den rechten LK. Histologische Untersuchungen vom
Hautgewebe der Injektionsstellen zeigten eine massive Einwanderung von Entzlindungszellen,

Uberwiegend von neutrophilen Granulozyten, in Dermis und Subcutisbereichen der Haut (Abb 2.25).
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Abbildung 4.23: Zeitliche Verteilung von QDot-Ova-CAF01 in lebenden SKH-1 Md&usen und isolierten
inguinalen Lymphknoten nach subkutaner Verabreichung.

SKH-1 Mé&usen (n=5) wurden fluoreszierende Impfstofftrager QD-Ova-CAF01 (QDot: 20 pmol, Ova: 5ug/Maus)
subkutan verabreicht. Fluoreszenz wurde an Tag 1, 2, 15, 22 und 31 nach der Verabreichung in lebenden Tieren
(A) sowie deren isolierten inguinalen LK (C) mittels IVIS Imaging gemessen. Bildgebundsparameter: Anregung
640 nm; Emission 700 nm; f-stop: 1,2; Anregungszeit: 1 s. Flr die Aufnahme unspezifischer Fluoreszenzsignale
wurde der Anregungsfilter 465 nm benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in Falschfarben dargestellt.
Signale in Gelb reprasentieren die Fluoreszenz der hdchsten Intensitdt, wobei Signale in Dunkelrot eine
niedrigere Fluoreszenzintensitat bedeuten. Injektionsstelle sowie der LK der Injektionsstelle (LK Re) bzw. der
gegeniberliegenden Stelle (LK Li) sind schematisch in (B) dargestellt. Quantifizierung der Fluoreszenz in der
Maus (D) bzw. inguinalen LK (E). Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
Standardabweichungen; n = 5; *p < 0,05; ***p < 0,001.
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Abbildung 4.24. Nachweis von QDot-Ova-CAF01 in inguinalen Lymphknoten nach subkutaner Verabreichung.
Gruppen von SKH-1 Mé&usen (n=5) wurden fluoreszierende Impfstofftrager QDot-Ova-CAF01 (QDot: 20 pmol,
Ova: 5ug/Maus) intranasal verabreicht. An Tag 9 und 31 nach der Verabreichung wurden den Tieren inguinale
LK entnommen und nach der Analyse im IVIS mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden die Gefrierschnitte der
Lungenpraparate von jeweils drei Mausen angefertigt und nach der DAPI-Farbung fluoreszenzhistologisch
untersucht. Aufnahme mit dem Objektiv 100x, GréBRenmalstab: 20 um.

Abbildung 4.25: Nachweis von QDot-Ova-CAF01 in der Haut nach subkutaner Verabreichung.

SKH-1 Mausen (n=5) wurden fluoreszierende Impfstofftrager QDot-Ova-CAF01 (QDot: 20 pmol, Ova: 5ug/Maus)
intranasal verabreicht. An Tag 1, 2, 9 und 31 nach der Verabreichung wurde den Tieren das Hautgewebe der
Injektionsstelle entnommen und 4 % PFA fixiert. AnschlieBend wurden die Gefrierschnitte der Lungenpraparate

von jeweils drei Mausen angefertigt und nach der HE-Farbung lichtmikroskopisch untersucht. Aufnahme mit
dem Objektiv 100x, GroRenmalistab: 50 um.
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Verteilung von fluoreszierenden CAFO1 mit 100 pmol QDots/Dosis

C57BL/6 Mausen wurden fluoreszierende proteinhaltige QDot-Ova-CAF01 bzw. nur QDot-haltige
QDot-CAF01 Formulierungen, die jeweils 100 pmol QDots enthielten, subkutan auf der rechten Seite
in der Schwanzregion verabreicht. Die Fluoreszenz der Formulierungen wurde direkt nach der
Verabreichung (Tag 1) und weiterhin 2, 4, 15, und 29 Tage nach der Injektion in lebenden Tieren
gemessen (Abb. 4.26 A, B). Im Verlauf des Experiments verminderte sich die Fluoreszenz am
Verabreichungsort kontinuierlich. An letzten Zeitpunkt des Experiments (Tag 29) konnte eine
starkere Fluoreszenz der 100 pmol QDot-haltigen Formulierungen an der Injektionsstelle gemessen
werden, verglichen zu der Fluoreszenz der Formulierungen, die 20 pmol QDots enthielten (vgl. Abb.

4.23 A).

Auch in diesem Experiment wurde der Transport von CAFO1-Formulierungen zu den drainierenden
inguinalen Lymphknoten untersucht. Dazu wurden den Tieren an Tag 15 und 29 nach der
Verabreichung die inguinalen Lymphknoten von der Injektionsseite (LKRe) und von der
gegeniberliegenden Seite (LK Li) entnommen und im IVIS gemessen (Abb. 4.26 D, E). Dabei konnte in
Lymphknoten der Injektionsseite (LK Re) eine signifikant hohere Fluoreszenz beobachtet werden im
Unterschied zu den Lymphknoten der linken Seite (LK Li). Es wurde festgestellt, dass die Fluoreszenz
der Formulierungen durch das Protein (Ovalbumin) stark vermindert war. QDot-CAF01-haltige LK
zeigten eine, im Unterschied zu den QDot-Ova-CAF01-haltigen LK, signifikant hohere Fluoreszenz auf
(Abb 4.25 D, E, F, G). Die Lymphknoten aus diesem Versuch wurden auch fiir durchfluBzytometrische

Untersuchungen verwendet (s. 4.5.1).
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Abbildung 4.26: Zeitliche Verteilung von QDot-Ova-CAF01 (100 pmol QDot/Dosis) in der Maus nach

subkutaner Verabreichung.

C57BL/6 Mausen (n=5) wurde der mit QDots (100 pmol/Dosis) markierter Impfstofftrager CAFO1 in
Kombination mit dem Proteinantigen Ova (5 pg/Dosis) subkutan verabreicht. Fluoreszenz wurde unmittelbar
nach der Verabreichung (Tag 1) und an Tag 1, 4, 15 und 29 nach der Verabreichung im ganzen Tier im IVIS
gemessen (A, B). An Tag 15 und 29 nach der Verabreichung wurden den Tieren inguinale LK entnommen und
ebenfalls im IVIS analysiert (D, E) Bildgebungsparameter: Anregung 640 nm; Emission 700 nm; f-stop: 1,2;
Anregungszeit: 1 s. Fir die Aufnahme unspezifischer Fluoreszenzsignale wurde der Anregungsfilter 465 nm
benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in Falschfarben dargestellt. Signale in Gelb reprasentieren die
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Fluoreszenz der hoéchsten Intensitdt, wobei Signale in Dunkelrot eine niedrigere Fluoreszenzintensitat
bedeuten. Quantifizierung der Fluoreszenz in den inguinalen LK nach der Verabreichung von QDot-Ova-CAF01
(F) bzw. von QDot-CAF01 (G). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen; *p < 0,05; **p < 0,01,
%k k

p <0,001.

4.4 Verteilung von fluoreszenzmarkierten Impfstoffen in der Maus

4.4.1 Herstellung und Analyse des fluoreszierenden CAF01

Eine optimale Schutzwirkung bedarf einer gemeinsamen Depotbildung und des gemeinsamen
Transports beider Bestandteile eines Impfstoffs, Antigen und Adjuvans, zu den drainierenden LK. Um
zu untersuchen, ob das Adjuvans CAFO1 und das Modellantigen Ovalbumin am Verabreichungsort
oder im Zielorgan Lunge gemeinsam lokalisiert sind bzw. simultan zu den sekundaren lymphatischen
Organen, wie peripheren LK, transportiert werden, wurden die Liposomen mit dem hydrophoben
Fluoreszenzfarbstoff Lissamin Rhodamin (LissRhod) markiert (SSI). Die Stabilitat und Leuchtkraft von
LissRhod-CAFO1 wurden zunachst in RAW 264.7 Makrophagen getestet (Abb. 4.27 A, B). Diese
Analysen zeigten, dass mit LissRhod gefarbte CAFO1-Liposomen nach 1,5 Stunden Inkubationszeit in
Makrophagen sehr gut detektiert werden konnten. Anhand der Farbung des Lysosom-assoziierten
Proteins LAMP-1 konnte gezeigt werden, dass LissRhod-CAFO1 ausschlieRlich in den

Endosomen/Liposomen lokalisiert sind (Abb. 4.27 B).
A
B

Abbildung 4.27: Lokalisation von LissRhod-CAF01 in RAW 264.7 Makrophagen.

RAW 264.7 Makrophagen wurden mit LissRhod (0,25 pg/ml) fir 1,5 Stunden inkubiert und nach der Fixierung
mit 4 % PFA und darauffolgender Einbettung mittels Confocal® Matrix fluoreszenzmikroskopisch untersucht
(A). Fixierte Zellen wurden zuséatzich gegen Lysosomen-assoziiertes Protein LAMP-1 gefédrbt (B). Darstellung in
Falschfarben: in Blau: Zellkerne (DAPI), in Rot: QDots, in Grin: (LAMP-1). Aufnahme mit dem Objektiv 100x,
GroRenmalstab: 10 um.
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Abbildung 4.28: Schema der Herstellung der fluoreszierenden Impfstoffkonjugate (QDot-Ova-LissRhod-
CAFO01).

Weiterhin wurden die LissRhod-CAFO1-Impfstofftrager mit dem QDot-dekorierten Ovalbumin
vermischt, um fluoreszierende QDot-Ova-LissRhod-CAFO1 Formulierungen zu erhalten (Abb 4.28).
Ferner sollte LissRhod auf seine Eignung als Reportersubstanz im Mauskorper mittels IVIS
Bildgebungsverfahren getestet werden. Diese Analysen sollten dazu fihren, ein gutes
Detektionssystem zur Visualisierung der zeitlichen Verteilung von fluoreszenzmarkierten Impfstoffen
im Mauskorper zu etablieren. Auch hier wurden zwei Immunisierungswege, subkutan und intranasal,
vergleichend getestet. Dazu wurden den haarlosen SKH-1 Mausen QDot-Ova-CAF01 bzw. QDot-Ova-
LissRhod-CAFO1 Formulierungen intranasal bzw. subkutan verabreicht und die zeitliche Verteilung
dieser Impfstoffe im IVIS und mittels fluoreszenz- sowie lichtmikroskopischer Untersuchungen

verfolgt.

Im lebenden Tier konnte anhand IVIS Bildgebung eine gemeinsame Lokalisation sowie eine distinkte
spezifische Detektion von beiden Reportersignalen, LissRhod (CAFO1) und QDot (Ovalbumin), nur im
Fall der subkutanen Verabreichung nachgewiesen werden (Abb. 4.29). Im Brustbereich und in
einzelnen Organen (Lunge, tracheale bzw. inguinale Lymphknoten) wurde vorwiegend QDot-
spezifische Fluoreszenz festgestellt. Das kann daran liegen, dass im Lungen- sowie im
Lymphknotengewebe im Vergleich zu der Injektionsstelle ,Haut” die fluoreszierenden
Formulierungen feiner verteilt sind, d.h. dass Vakzin-Formulierungen nicht an einer Stelle, wie in der
Haut, konzentriert sind. Aufgrund der feinen Verteilung der fluoreszierenden Substanzen wird das
emittierte Licht in einem hoheren Malle vom Gewebe absorbiert und auRerdem durch die Streuung
abgeschwacht. Dadurch wird die Fluoreszenz gemindert. In der Haut konnten QDot- und LissRhod-

spezifische Fluoreszenz jeweils getrennt detektiert werden.

Weiterhin wurde die Verteilung von LissRhod-CAFO1 nach intranasaler bzw. subkutaner
Verabreichung in lebenden Mé&usen sowie entnommenen Lungen und LK im IVIS analysiert (Abb.

4.30). Dabei zeigte sich, dass die LissRhod-spezifische Fluoreszenz nur am Tag 1, direkt nach der
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Applikation, an den Nasenspitzen der Tiere detektiert werden konnte. In den Brustbereichen der
Tiere dagegen konnte die Fluoreszenz zu keinem der Untersuchungszeitpunkte nachgewiesen
werden. Am Tag 2 nach der Verabreichung konnte LissRhod-spezifische Fluoreszenz in den isolierten
Lungen, jedoch nicht in den trachealen LK festgestellt werden. Am letzten Zeitpunkt des Versuchs
(Tag 10) konnte die Fluoreszenz weder in den Lungen noch in trachealen LK gemessen werden. Nach
subkutaner Verabreichung konnte dagegen zu jedem Zeitpunkt des Versuchs an der Injektionsstelle
im Schwanzbereich LissRhod-spezifische Fluoreszenz detektiert werden, jedoch nicht in den

isolierten inguinalen LK.

Fluoreszenzhistologische Analysen von Lungen-, Haut- und Lymphknotengewebe bestéatigten die Ko-
Lokalisation von CAFO1 und Ovalbumin an allen Untersuchungszeitpunkten des Experiments (Tag 2
und Tag 10 nach der Verabreichung) (Abb. 4.31, 4.33). Das bedeutet, dass Antigen und Adjuvans
gemeinsam am Verabreichungsort lokalisiert sind und gemeinsam in die LK transportiert werden.
Durch histologische Untersuchungen anhand der HE-Farbung konnte die Lokalisation der QDots im
Lungen- bzw. LK-Gewebe nachgewiesen werden (Abb. 4.32, 4.34). Nach subkutaner Applikation war
eine Einwanderung entziindlicher Zellen, tGberwiegend neutrophiler Granulozyten zu beobachten
(Abb. 4.34 A). Diese Analysen zeigen, dass LissRhod neben QDots als weitere fluoreszierende

Reportersubstanz fiir unsere Bildgebungsanalysen geeignet ist, wenn auch mit geringer Intensitat.
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Abbildung 4.29: Zeitliche Verteilung von QDot-Ova-CAF01 und QDot-Ova-LissRhod-CAF01 in der Maus.

SKH-Ma&usen (n=3) wurden QDot-Ova-CAFO1 bzw. QDot-Ova-LissRhod-CAFO1 intranasal (Dosis/Maus: QDot:
100 pmol, Ova: 5 pg in 30 pl LissRhod-CAF01 (25 pg/ml)) bzw. subkutan (Dosis/Maus: QDot: 100 pmol, Ova:
10 pg in 100 pl LissRhod-CAFO01 (25 pg/ml)) verabreicht. Kontrolltiere erhielten nur den nicht fluoreszierenden
CAF01 Impfstofftrager (30 pl/Maus intranasal bzw. 100 pl/Maus subkutan). Fluoreszenz wurde im ganzen Tier
bzw. in den isolierten Organen (Lunge, Lymphknoten) im IVIS gemessen. Bildgebungsparameter: Anregung:
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640 nm, Emission: 700 nm fiir die Detektion von QDots; Anregung 535 nm, Emission 700 nm fiir die Detektion
von LissRhod; f-stop: 1.2; Anregungszeit: 1 s. Fir die Aufnahme unspezifischer Fluoreszenzsignale wurde der
Anregungsfilter 430 nm benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in Falschfarben dargestellt. Signale in
Gelb reprasentieren die Fluoreszenz der hdochsten Intensitdt, wobei Signale in Dunkelrot eine niedrigere
Fluoreszenzintensitat bedeuten. Aufnahmen wurden mit Hilfe von Image Math Tool normiert.

Kontr. LissRhod-CAFO1 intranasal Kontr. LissRhod-CAFO01 subkutan
Tag 1 Tag2 Tag 10 Tag 1 Tag 2 Tag 10

= LAALRILD| -
AR

n mm“ | s L“ o« ik s
640/700 nm D n | - -
535/600 nm D n n —— - - - i
640/700 nm . . .
535/600 nm . . . S

Max = 5,50e-6

Abbildung 4.30: Zeitliche Verteilung von LissRhod-CAF01 in der Maus.

SKH-M3usen (n=3) wurden QDot-Ova-CAFO1 bzw. QDot-Ova-LissRhod-CAF01 intranasal (Dosis/Maus: QDot:
100 pmol, Ova: 5 pg in 30 pl LissRhod-CAFO01 (25 pg/ml)) bzw. subkutan (Dosis/Maus: QDot: 100 pmol, Ova: 10
pg in 100 pl LissRhod-CAFO1 (25 pg/ml)) verabreicht. Kontrolltiere erhielten nicht fluoreszierenden CAFO1
Impfstofftrager (30 ul/Maus intranasal bzw. 100 pl/Maus subkutan). Fluoreszenz wurde im ganzen Tier bzw. in
den isolierten Organen (Lunge, Lymphknoten) im IVIS gemessen. Bildgebungsparameter: Anregung: 640 nm,
Emission: 700 nm fiir die Detektion von QDots; Anregung 535 nm, Emission 700 nm fiir die Detektion von
LissRhod; f-stop: 1.2; Anregungszeit: 1 s. Fir die Aufnahme unspezifischer Fluoreszenzsignale wurde der
Anregungsfilter 430 nm benutzt. Fluoreszenzintensitat ist als Effizienz in Falschfarben dargestellt. Signale in
Gelb reprasentieren die Fluoreszenz der hdchsten Intensitdat, wobei Signale in Dunkelrot eine niedrigere
Fluoreszenzintensitat bedeuten. Aufnahmen wurden mit Hilfe von Image Math Tool normiert.
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Abbildung 4.31: Detektion des fluoreszenzmarkierten Impfstofftragers CAFO1 in Lungen und trachealen
Lymphknoten

QDot-Ova-LissRhod-CAFO1 wurden intranasal (QDot: 100 pmol, Ova: 5 pg in 30 pl LissRhod-CAFO1
(25 pg/ml)/Maus) bzw. subkutan (QDot: 100 pmol, Ova: 10 ug in 100 pl LissRhod-CAFO1 (25 pg/ml)/Maus)
verabreicht. Lungen (A) - und Lymphknotengewebe (B) der SKH-1 M&duse wurden nach der Entnahme an Tag 2
und 10 nach der Verabreichung mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden Gefrierschnitte angefertigt und nach
der DAPI-Farbung fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Darstellung in Falschfarben: in Blau: Zellkerne (DAPI),
in Rot: LissRhod, in WeiR: QDots. Aufnahme mit dem Objektiv 100x, GroRenmalstab: 20 um.
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Abbildung 4.32: Detektion von Impfstofftragern CAF01 in Lungen und trachealen Lymphknoten.

SKH-1 M&usen wurden die QDot-Ova-LissRhod-CAF01 Formulierungen intranasal (QDot: 100 pmol, Ova: 5 pg in
30 pl LissRhod-CAFO01 (25 pg/ml)/Maus) bzw. subkutan (QDot: 100 pmol, Ova: 10 pg in 100 pl LissRhod-CAF01
(25 pg/ml)/Maus) verabreicht. An Tag 2 und 10 nach der Applikation wurde den Tieren das Lungen- (A) - und
Lymphknotengewebe (B) entnommen und mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden Gefrierschnitte
angefertigt, mittels HE gefarbt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Lokalisation von QDots ist durch

Pfeile gekennzeichnet. Aufnahme mit dem Objektiv 100x, GroRenmalistab: 30 um.
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A QDot-Ova-LissRhod-CAF01

Abbildung 4.33: Detektion des fluoreszenzmarkierten Impfstofftragers CAFO1 in der Haut und inguinalen
Lymphknoten.

SKH-1 Mé&usen wurden die QDot-Ova-LissRhod-CAFO1 Formulierungen intranasal (QDot: 100 pmol, Ova: 5 ug in
30 pl LissRhod-CAFO1 (25 pg/ml)/Maus) bzw. subkutan (QDot: 100 pmol, Ova: 10 pg in 100 pl LissRhod-CAFO1
(25 pg/ml)/Maus) verabreicht. An Tag 2 und 10 nach der Applikation wurde den Tieren das Haut- (A) - und
Lymphknotengewebe (B) entnommen und mit 4 % PFA fixiert. AnschlieRend wurden Gefrierschnitte
angefertigt und nach der DAPI-Farbung fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Darstellung in Falschfarben: in
Blau: Zellkerne (DAPI), in Rot: LissRhod, in WeiR: QDots. Aufnahme mit dem Objektiv 100x, Gr6RenmaRstab: 20

pum.
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Abbildung 4.34: Detektion von Impfstofftragern CAF01 in der Haut und inguinalen Lymphknoten.
QDot-Ova-LissRhod-CAFO1 wurden intranasal (QDot: 100 pmol, Ova: 5 pg in 30 ul LissRhod-CAF01 (25
pg/ml)/Maus) bzw. subkutan (QDot: 100 pmol, Ova: 10 pg in 100 pl LissRhod-CAFO1 (25 pg/ml)/Maus)
verabreicht. Haut (A) - und Lymphknotengewebe (B) der SKH-1 Mause wurden nach der Entnahme an Tag 2
und 10 nach der Applikation mit 4 % PFA fixiert. AnschlieBend wurden Gefrierschnitte angefertigt, HE gefarbt
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die Lokalisation von QDots ist durch Pfeile gekennzeichnet.
Aufnahme mit dem Objektiv 100x, GroRenmaRstab: 40 um.
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4.5 Myeloide Zellen in drainierenden Lymphknoten nach der
Impfung mit QDot-Ova-CAF01

In dem zuvor beschriebenen Versuch zur Visualisierung der Verteilung von QDot-Ova-CAF01 in der
Maus wurde der Impfstofftrager CAFO1 in einem Gemisch mit QDot-Ova Konjugaten den SKH-1
Mausen subkutan in der Schwanzregion verabreicht. An Tag 1, 2, 9 und 31 nach der Verabreichung
wurden den Tieren die inguinalen Lymphknoten entnommen. An Tag 9 und 31 nach der
Verabreichung wurde die Fluoreszenz der entnommenen LK mittels VIS Bildgebung analysiert (Abb.
4.23). Fluoreszenzhistologische Analysen der Gewebeschnitte der inguinalen Lymphknoten zeigten
eine im zeitlichen Verlauf zunehmende Einwanderung von CD11b" Zellen (Abb. 4.35). Dabei konnten
die CD11b" Zellen iiberwiegend in einem ,Kanalsystem” (Rand-, Intermediir- und Marksinus) des LK
sowie im lymphoretikularen Gewebe des Mark-(Medulla)-Bereiches im LK nachgewiesen werden. Die
Abb. 4.36 zeigt den Vergleich vom LK-Gewebe, das fluoreszenzhistologisch bzw. nach der HE-Farbung
lichtmikroskopisch untersucht wurde. Es ist zu beobachten, dass die QDots in Fluoreszenzbildern
sowie in lichtmikroskopischen Bildern an den gleichen Stellen im Gewebe zu finden sind.

Tag 1 Tag 2

Tag 9 Tag 31

Abbildung 4.35: Vermehrtes Auftreten von CD11b+ Zellen in inguinalen Lymphknoten nach subkutaner
Verabreichung von QDot-Ova-CAF01.

SKH1-Md&usen (n=5) wurden die fluoreszierenden Impfstofftrager QDot-Ova-CAF01 (20 pmol QDots und 5 pg
Ova/Dosis) subkutan verabreicht. An Tag 1, 2, 9 und 31 nach der Verabreichung wurden den Tieren die
inguinalen Lymphknoten entnommen und mit 4 % PFA fixiert. Jeweils 3 Kryo-Schnitte von 3 Mausen pro
Zeitpunkt wurden gegen CD11b immunhistologisch gefarbt (1. AK: anti-CD11b, Kaninchen, Verd.: 1:100; 2. AK:
Cy2-conjugated Goat anti-rabbit J6 (H+L), Verd.: 1:200). Darstellung in Falschfarben: in Blau: Zellkerne (DAPI), in
Griin: CD11b" Zellen, in Rot: QDots, Aufnahme mit dem Objektiv 20x, GroRenmalRstab: 200 pm.
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Abbildung 4.36: Lokalisation der QDots im Lymphknotengewebe.

SKH1-Mausen (n=5) wurden fluoreszierende Impfstofftrager QDot-Ova-CAF01 (20 pmol QDots und 5 ug
Ova/Dosis) subkutan verabreicht. An Tag 1, 2, 9 und 31 nach der Verabreichung wurden den Tieren die
inguinalen Lymphknoten entnommen und mit 4 % PFA fixiert. Jeweils 3 Kryo-Schnitte von 3 Mausen pro
Zeitpunkt wurden gegen CD11b immunhistologisch gefarbt (1. AK: anti-CD11b, Kaninchen, Verd.: 1:100; 2. AK:
Cy2-conjugated Goat anti-rabbit J6 (H+L), Verd.: 1:200). Darstellung in Falschfarben: in Blau: Zellkerne (DAPI), in
Griin: CD11b" Zellen, in Rot: QDots (rechte Reihe). Vergleichend wird die entsprechende Stelle im
histologischen Schnitt gezeigt. Hier wurden die Kryoschnitte von denselben Mé&usen mittels HE gefarbt,
schwarze Pfeile zeigen QDots (linke Reihe), Aufnahme mit dem Objektiv 100x, GroRenmalstab: obere Reihe:

200 um; untere Reihe: 20 pm.



Ergebnisse 89

4.5.1 Analyse impfstofftragender APZ in Abhangigkeit vom Applikationsweg

Zur Ausbildung einer spezifischen Immunitat ist das Zusammenspiel des angeborenen und adaptiven
Immunsystems von groRer Bedeutung. Um eine erfolgreiche Immunantwort gegen ein bestimmtes
Antigen bzw. die Ausbildung Zell-vermittelter Antworten zu induzieren, muss das Antigen von
Antigen-prasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen oder Makrophagen aufgenommen und
prozessiert werden. Zur Analyse von Zellpopulationen, die bei der Aufnahme und dem Transport von
Impfstofftragern zu den drainierenden Lymphknoten beteiligt sind, wurden die
fluoreszenzmarkierten CAF01 (QDot-Ova-CAF01) in Abhédngigkeit vom assoziierten Protein und
Verabreichungsweg (intranasal und subkutan) in den Lymphknoten- und Milzzellen anhand der
Durchflusszytometrie nachgewiesen. Lymphknoten-Zellen und Splenozyten wurden an Tag 15 und 29
nach intranasaler bzw. subkutaner Verabreichung von QDot-Ova-CAF01 bzw. QDot-CAF01 aus den
Mausen isoliert und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dabei erwiesen sich in beiden
sekundiren lymphatischen Organen CD11c'CD11b* Zellpopulationen als Hauptzellpopulationen, die
die markierten CAFO1 aufgenommen haben (Abb. 4.37 A, 4.38 A). Weiterhin wurden die
CD11b*/QDot" bzw. CD11c’/QDot" Subpopulationen im Einzelnen untersucht. Dabei wurden im LK
sechs und in der Milz sieben unterschiedliche Subpopulationen bestimmt (Abb. 4.37 B, 4.38 B). Die
Subpopulationen der unbehandelten Kontrolltiere enthielten keine QDot-haltigen Zellen (Abb. 4.37
A, 4.38 A: Kontr. unbehandelt). Bei den Kontrollen ist die Population 3, CDllci”tCDllbhi/hi, die bei den
LK die meisten QDot-haltigen Zellen enthalt, ebenfalls vorhanden, wird aber nicht durch die Impfung
ausgelost (Abb. 4.37 B, 4.38 B: Kontr./3). In den meisten Fillen erfolgte die Aufnahme QDot-
markierter Impfstofftrager, die nicht mit Proteinantigen assoziiert waren, effizienter als die der Ova-
haltigen Impfstofftriager (Abb. 4.39, 4.40). Die detaillierte Analyse einzelner CD11c'CD11b*
Subpopulationen zeigte, dass die CD11c™cD11b"" Populationen (Populationen 3) des Lymphknotens
die Hauptpopulationen mit fluoreszenzmarkierten CAFO1 darstellten (Abb 4.39 B, C). An Tag 29 nach
intranasaler Verabreichung stieg die Zahl QDot-CAF01- bzw. QDot-Ova-CAF01 tragender Zellen im
Lymphknoten von ca. 4-8 % auf ca. 20-45 %, wobei nach der subkutanen Verabreichung der
maximale Wert von ca. 23 % erreicht wurde. Dabei erhdhte sich die Zahl der QDot-haltigen Zellen
von ca. 0,2-0,5 % auf ca. 8-10 % in den CD11c™CD11b™ Subpopulationen (Populationen 6). In der
Milz war eine hnliche Situation zu verzeichnen. Bemerkenswert war, dass die CD11c™CD11b""/™
Subpopulationen (Populationen 7) am Tag 15 nach intranasaler sowie subkutaner Verabreichung in
der Milz schwach vertreten waren (ca. 0,1-0,2 %), wobei die Prozentzahl dieser Populationen am Tag
29 des Experiments auf ca. 20-30 % gewachsen war (Abb. 4.40 B, Vergleich der CD11b*/QDot"
Zellen). Interessant war, dass die CD11c"CD11b™ Subpopulationen (Populationen 1) keinen

Impfstoff enthielten (Abb. 4.40 C).
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Abbildung 4.37: Analyse der Subpopulationen QDot-tragender Zellen in Lymphknoten.
C57BL/6 Mause (n=5) wurden mit QDot-Ova-CAF01 (100 pmol QDots/Dosis, 5 ug Ova/Dosis) bzw. QDot-CAF01
(100 pmol QDots/Dosis) intanasal bzw. subkutan geimpft. Kontrolltiere blieben unbehandelt. An Tag 15 und 29
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nach der Verabreichung wurden die Zellen aus den trachealen bzw. inguinalen Lymphknoten isoliert und
CD11c’, CD11b® Zellen auf das Vorhandensein QDot-haltiger —Ova-CAFO1  Formulierungen
durchflusszytometrisch analysiert. Zur detaillierten Analyse wurden CD11c'CD11b* Zellen in einzelne
Subpopulationen (1-6) aufgespalten. (A) Der Vergleich CD11c'CD11b" Zellpopulationen (Tag 29) in Abhangigkeit
von Protein und Impfweg. (B) Gating-Strategie und Analyse einzelner Subopulationen auf das Vorhandensein
von QDot-haltigen CAF01. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt.
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Abbildung 4.38: Analyse der Subpopulationen QDot-tragender Zellen in der Milz.
C57BL/6 Mause (n=5) wurden mit QDot-Ova-CAF01 (100 pmol QDots/Dosis, 5 ug Ova/Dosis) bzw. QDot-CAF01
(100 pmol QDots/Dosis) intanasal bzw. subkutan geimpft. Kontrolltiere blieben unbehandelt. An Tag 15 und 29
nach der Verabreichung wurden den getoteten Tieren die Milzen entnommen. Nach Splenozyten-Isolierung
wurden die CD11c’, CD11b* Zellen auf das Vorhandensein QDot-haltiger Ova-CAFO1 Formulierungen
durchflusszytometrisch analysiert. Zur detaillierten Analyse wurden CD11c’CD11b* Zellen in einzelne
Subpopulationen (1-7) aufgespalten. (A) Der Vergleich CD11c¢'CD11b" Zellpopulationen (Tag 29) in Abhangigkeit
von Protein und Impfweg. (B) Gating-Strategie und Analyse einzelner Subopulationen auf das Vorhandensein
von QDot-haltigen CAFO1. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt.
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Abbildung 4.39: Quantifizierung QDot-tragender Zellen in Lymphknoten.

C57BL/6 Mé&use (n=5) wurden mit QDot-Ova-CAF01 (100 pmol QDots/Dosis, 5 pg Ova/Dosis) bzw. QDot-CAF01
(100 pmol QDots/Dosis) intanasal bzw. subkutan geimpft. Kontrolltiere blieben unbehandelt. An Tag 15 und 29
nach der Verabreichung wurden die Zellen aus den trachealen bzw. inguinalen Lymphknoten isoliert und
CD11c’, CD11b® Zellen auf das Vorhandensein QDot-haltiger ~Ova-CAFO1  Formulierungen
durchflusszytometrisch analysiert. (A) Vergleich der CD11b*/QDot” und CD11c’/QDot” Gesamtpopulationen. (B)
Quantifizierung einzelner Subpopulationen der CD11b’/QDot" Zellen. (C) Quantifizierung einzelner
Subpopulationen der CD11c’/QDot" Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichungen; *p <
0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Abbildung 4.40: Quantifizierung QDot-tragender Zellen in der Milz.

C57BL/6 Mé&use (n=5) wurden mit QDot-Ova-CAF01 (100 pmol QDots/Dosis, 5 pug Ova/Dosis) bzw. QDot-CAF01
(100 pmol QDots/Dosis) intanasal bzw. subkutan geimpft. Kontrolltiere blieben unbehandelt. An Tag 15 und 29
nach der Verabreichung wurden den getoteten Tieren die Milzen entnommen. Nach Splenozyten-Isolierung
wurden die CD11c’, CD11b* Zellen auf das Vorhandensein QDot-haltiger Ova-CAFO1 Formulierungen
durchflusszytometrisch analysiert. (A) Vergleich der CD11b*/QDot" und CD11c’/QDot" Gesamtpopulationen. (B)
Quantifizierung einzelner Subpopulationen der CD11b‘/QDot’ Zellen. (C) Quantifizierung einzelner
Subpopulationen der CD11c’/QDot" Zellen. Das Experiment wurde einmal durchgefiihrt. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardabweichungen; *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001.
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5 Diskussion

Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) zdhlen die Impfungen zu den effektivsten und
kostengiinstigsten Strategien zur Kontrolle und Bekampfung von Infektionskrankheiten. Der einzig
verfligbare Impfstoff gegen die Tuberkulose, BCG, hat nur eine schitzende Wirkung gegen die
tuberkuldse Hirnhautentziindung beim Kleinkind, kann jedoch die Lungentuberkulose als haufigste
Erkrankungsform des Erwachsenen nicht verhindern [106]. In verschiedenen Studien lag die
schiitzende Wirkung von BCG in einem breiten Spektrum zwischen 0 und 80 % [197]. Aus all diesen
Grinden wird derzeit weltweit intensiv nach besseren Vorbeugungs- und Behandlungsmethoden

gegen die Tuberkulose gesucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kombination aus einem speziellen Bildgebungsverfahren mit
leuchtenden rekombinanten M. tuberculosis Reporterstammen etabliert. Dieses Verfahren wurde auf
seine Einsetzbarkeit hin getestet, um die Schutzwirkung des neuen Impfstoffkandidaten H56-CAF01
im Tiermodell der Tuberkulose zu untersuchen. In diesem Zusammenhang wurden der Transport des
Impfstoffs zu immunrelevanten Organen, seine Verteilung in myeloiden Zellen und seine

Verweildauer in der Maus bzw. ihren Organen (Lunge, Lymphknoten) analysiert.

Der fluoreszierende Reporterstamm M. tuberculosis Charge3 hat sich fiir den Einsatz zur
Impfstoffeffizienzanalyse in immunkompetenten Md&usen als optimal erwiesen. Die Fluoreszenz-
Intensitdt und die Bakterienzahl reichten jedoch nicht fir den direkten Nachweis der Erregerlast im
lebenden Tier aus. Aus diesem Grund musste die Fluoreszenzintensitat an den herausgenommenen
Lungen gemessen werden. Damit ermoglicht das Bildgebungsverfahren zwar einen schnelleren
Nachweis der KBE eine Reduktion der Tierzahl ist jedoch nicht moglich. Anhand der IVIS Bildgebung
wurde eine protektive Wirkung von H56-CAFO1 nur im Fall der subkutanen Immunisierung
festgestellt. Weitere Untersuchungen zeigten eine gemeinsame Lokalisation von Antigen (Ova) und
Adjuvans (CAF01) an den Verabreichungsorten Lunge und Haut, sowie einen gemeinsamen Transport
zu den regionalen Lymphknoten. Die CD11c'CD11b" Population der myeloiden Immunzellen zeigte

sich als dominierende antigentragende Subpopulation.
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5.1 Anwendungsbereiche und Reporter in der optischen Bildgebung

In den letzten Jahren wurden nicht-invasive optische Bildgebungsverfahren besonders intensiv in der
Krebsforschung, Neurobiologie und in der Infektionsforschung, z.B. zum Testen verschiedener
Wirkstoffe, wie Antibiotika, eingesetzt. ,Bildgebendes Verfahren” fasst als Oberbegriff in der Medizin
und speziell in der medizinischen Diagnostik verschiedene apparative Untersuchungsmethoden, die
zwei- oder dreidimensionale Bilddaten von Organen und Strukturen des menschlichen Kérpers liefern
und vor allem zur Diagnose krankheitsbedingter Veranderungen eingesetzt werden, zusammen. Zu
diesen Methoden zdhlen u.a. Rontgenstrahlung, Computertomographische Methoden,
Magnetresonanztomographie, Ultraschall, Infrarotstrahlung und Endoskopie. Optische Bildgebung,
die auf der Verwendung des Lichts des nahinfraroten (NIR, 700-850 nm) Spektrums basiert, erlaubt
im Gegensatz zu bildgebenden Methoden, die auf morphologischen Informationen basieren (z.B.
Ultraschall), Informationen auf molekularer und zelluldrer Ebene bildgebend darzustellen. AuRerdem
weisen sie eine Reihe weiterer Vorteile gegeniiber anderen Verfahren auf. Durch die Verwendung
von energiedrmeren elektromagnetischen Wellenldngen werden z.B. keine ionisierenden
Wechselwirkungen erzeugt. Darliber hinaus sind optische Bildgebungsverfahren relativ preisgiinstig
und konnen portabel konstruiert werden. In der heutigen Zeit stehen diverse Vektor-basierte
Fluoreszenzmarker und Substanzen/Fluorochrome, fluoreszierende Nanopartikel und verschiedene
Lumineszenz-basierte Reportersysteme, die in der optischen Bildgebung genutzt werden kénnen, zur

Verflgung.

Zur Bildgebung in kleinen Tieren werden nicht-invasive optische Verfahren, wie planare und
tomographische Bildgebung eingesetzt. Bei der planaren Bildgebung werden die detektierten Signale
von speziellen Kameras (CCD-Kameras) in Form von Lichtintensitat erfasst und direkt als Bilder
dokumentiert. Dabei entstehen ,Warmekarten”, die die Intensitiaten der detektierten Photonen
darstellen. Hierbei wird zwischen Epi-lllumination (Beleuchtung) und Trans-lllumination
unterschieden. Bei der Epi-lllumination befinden sich die Quelle fiir das Anregungslicht und die
Kamera, die das Emissionslicht detektiert, auf derselben Seite des zu untersuchenden Objekts. Dabei
fallt das Licht von oben auf das zu untersuchende Objekt. Bei der Trans-lllumination befinden sich die
Anregungsquelle und die Kamera auf gegeniiberliegenden Seiten des Objekts. Die Lichtquelle
befindet sich also unter dem zu untersuchenden Objekt. Die Epi-lllumination ist oberflachenbezogen.
Die Trans-lllumination eignet sich besser fiir die Detektion der Signale aus tieferen Bereichen des
Korpers. Fur die Beleuchtung kann Licht unterschiedlicher Wellenlangen, die sich aber in einem
engen Wellenldngenbereich befinden sollten, verwendet werden. Bei der tomographischen

Bildgebung werden einzeln aufgenommene Aufnahmen zu einem dreidimensionalen Bild
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rekonstruiert. Hierbei erfolgt die Anregung mit dem Licht einer definierten Wellenlange und einer

konstanten Intensitat, weshalb das Licht ausschlieflich durch Laser erzeugt wird [175].
Fluoreszenzbildgebung

Optische Fluoreszenz-Bildgebung beruht auf der Lichtemission eines anorganischen Fluorophors bzw.
fluoreszierenden Proteins nach Anregung durch eine externe Lichtquelle. Sichtbares Licht dringt nur
wenige Millimeter ins Gewebe ein [189]. Licht des NIR-Spektrums kann dagegen Eindringtiefen von
mehreren Zentimetern erreichen [198]. Unter Anwendung langwelligen Lichts im NIR-Bereich wird
die Lichtabsorption durch Gewebe, Hamoglobin und Wasser verringert [199]. Zusatzlich wird bei der
Benutzung vom langwelligen Licht die Autofluoreszenz des Gewebes reduziert. Das fiihrt zu einem
verbesserten Kontrast bei der Bildererstellung. Neben der Lichtabsorption ist die Streuung des
Lichtes im Gewebe ein weiterer Storfaktor. Die Streuung kann bereits ab einer Weite von ca. 1 mm
eine Rolle spielen. Sollten Gewebeeinheiten groferer Dicke gemessen werden, missen diese
Streuungsvorgange in Betracht gezogen werden. Im Wellenlangenbereich von ca. 700-900 nm sind
die Absorption und die Streuung im biologischen Gewebe relativ gering. Dieser Bereich wird als

,diagnostisches Fenster” bezeichnet [199, 200].

Das Phdanomen der Fluoreszenz wurde zuerst im Jahr 1845 von John Frederick William Herschel
beschrieben [201]. Dabei berichtete er von einem blauen Glihen einer Chinin-Loésung im Sonnenlicht.
Chinin fluoresziert in saurer Losung bei der Bestrahlung mit ultraviolettem (UV) Licht (365 nm)
intensiv hellblau. Im Lauf der Jahre wurde eine Reihe fluoreszierender anorganischer Marker sowie
Fluoreszenzproteine (FP) fir den Gebrauch in der optischen Bildgebung entwickelt. Nicht zu
unterschatzen ist die Rolle des griin fluoreszierenden Proteins GFP, das als Marker fir
unterschiedliche biologische Prozesse eingesetzt wird. Die meisten fluoreszierenden Reporter, die zu
den GFP-Derivaten zdhlen, emittieren das Licht im blauen, griinen oder gelben Bereich des
Lichtspektrums. Fir Bildgebung im Gewebe bzw. in Kleintieren sind jedoch rot-fluoreszierende
Farbstoffe bzw. Proteine aufgrund ihrer langeren Emissionswellenlangen (581-660 nm) des roten
Lichtspektrums am besten geeignet, da das Licht dieser Wellenldngen das Gewebe besser
durchdringen kann [161, 162]. Seit der Entdeckung des DsRed Proteins aus einer Koralle der Gattung
Discosoma sp. (1999) wurden mehr als 40 Arten rot-fluoreszierender Proteine fiir den Gebrauch als
Reporterstamme identifiziert [169]. Zu diesen optimierten Abkdmmlingen von DsRed gehdren die
Reporterproteine mCherry, tdTomato [172], mKate, Turbo-635, tdKatushka [202] und mPlum [203].
Diese Reporter wurden erfolgreich in den eukaryotischen Systemen angewendet. Deren Derivate,
wie z.B. Clontech DsRed2 wurden in diversen mykobakteriellen Spezies eingesetzt [204-207]. Zu den
wichtigsten FP gehoren tdTomato und mCherry. Obwohl tdTomato (iber eine bemerkenswert starke

Leuchtkraft (160 % der Leuchtkraft des parentalen DsRed Proteins) sowie Uber eine hohe
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Aufbaugeschwindigkeit  (,maturation speed”, die zur vollstandigen Ausbildung von
Fluorophoreigenschaften benétigte Zeit) verfligt, weist es fur die Bildgebung im Tier ungeeignete
Anregungs- und Emissionswellenldangen (554/581 nm) auf. mCherry dagegen emittiert Licht der
Wellenldnge = 600 nm, schwéacher aber als DsRed (27 %), ist genauso photostabil und verfiigt iber
eine vergleichbare Aufbaugeschwindigkeit wie tdTomato. Unsere Kooperationspartner Carroll et al.
entwickelten eine Reihe rekombinanter M. tuberculosis Stamme, die rot-fluoreszierende
Reporterproteine (mCherry, mPlum, tdTomato und Turbo-635) exprimieren [171] und in dieser

Arbeit in der Maus genutzt wurden.

Fiir die erfolgreiche Anwendung von FP bei der Bildgebung sollten sie folgende Kriterien erfiillen: sie
sollten Uber passende Anregungs- und Emissionswellenlangen verfligen, im Idealfall eine robuste
Photostabilitdit sowie eine stabile Leuchtkraft und die Aufbaugeschwindigkeit aufweisen. Die
Photostabilitat ist als die Zeit, in der die FP 50 % ihrer initialen Emission verlieren, definiert. Die
Leuchtkraft ist proportional dem Produkt aus einem Quantum-Ertrag (Verhaltnis der emittierten
Photonen zu den absorbierten) und Extinktionskoeffizienten (Lichtmenge die von 1M Protein-L6sung

bei dem Durchqueren einer Strecke von 1 cm absorbiert wird (Mcm™)) [167, 198, 208].

M. tuberculosis Cherry3, Cherryl0 und Charge3 als geeignete Fluoreszenzreporterstimme in

immundefizienten Mausen.

Derzeit existieren unterschiedliche Mausmodelle, mit deren Hilfe verschiedene Aspekte der
menschlichen TB untersucht werden. Darunter solche die zur Untersuchung der Hypoxie und
Granulom-Nekrose in C3HeB/FeJ Mausen oder zur Untersuchung der chronischen oder latenten TB
Infektion genutzt werden kénnen [209]. Dariber hinaus wird die akute TB in SCID-Mausen, die
aufgrund fehlender B- und T-Zellen keine adaptive Immunitat ausbilden kénnen, erforscht [210].
Durch den Einsatz immundefizienter Tiere wird gewahrleistet, dass die Infektion vom erworbenen
Immunsystem nicht beeintrachtigt wird und somit bei Bedarf die Analyse verschiedener Parameter in
Abwesenheit des vollstdndigen Immunsystems ermoglicht wird. Das hat den Vorteil, dass
Infektionsvorgédnge, wie z.B. Bakterienwachstum und -fitness in Abwesenheit einer Immunreaktion

untersucht werden kdénnen.

Zunachst habe ich die Reporterstimme M. tuberculosis Cherry3, Cherry1l0 und Charge3, hinsichtlich
ihrer Virulenz, Fitness und Leuchtkraft in immundefizienten SCID-Mausen getestet. Die Bakterienzahl
in den Lungen der mit M. tuberculosis Charge3 infizierten Mausen lag am Tag 26 nach der Infektion
mit etwa 8x10° Bakterien zwar deutlich niedriger im Vergleich zu den Keimzahlen von M. tuberculosis
Cherry3 (ca. 1x10°) und Cherry10 (ca. 3x10"). Dafiir war die Leuchtkraft von M. tuberculosis Charge3

starker als die von M. tuberculosis Cherryl0 bzw. M. tuberculosis Cherry3. Als Ergebnis dieser Analyse
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wurden die Reporterstimme M. tuberculosis Cherryl0 und M. tuberculosis Charge3 fir weitere

Analysen in einem immunkompetenten Mausmodell ausgewahlt.

Alternativen zu fluoreszierenden Proteinen

Die Nutzung von genkodierten Markern ist fiir praklinische Untersuchungen in Tiermodellen von
grofRer Bedeutung. Ihre Entwicklung nimmt jedoch eine lange Zeit in Anspruch. Ein weiterer Nachteil
ist, dass sie keine klinische Anwendung finden. Leevy et al. berichteten lber eine bessere Alternative
zu den FP Reportern, die sog. NIR Zink-Carbocyanin-Komplexe. Dabei wurde der synthetische Zink-
Komplex (Zink(ll)dipicolylamine (Zn-DPA)), der sich an die anionische Oberfliche der Bakterien
bindet, mit einem NIR Carbocyanin Fluorophor der Emissionswellenldange 794 nm gekoppelt [211]. In
einer weiteren Studie demonstrierten Leevy et al. die Anwendung von diesen Zink-Carbocyanin-
Komplexen in Staphylococcus aureus Infektionen in einem Mausmodell [212]. Als Detektionslimit
wurde die Bakterienzahl von 5x10” KBE infolge einer intramuskuldren Injektion ins Mausbein sowie
nach intravenoser Applikation von NIR-Reportern ermittelt. Die Bildgebung erfolgte aber in weniger
tiefen Gewebebereichen sowie in isolierten Organen mit geringerem Hintergrund. Fir die Bildgebung
tieferer Gewebebereiche, bei der eine hohere Hintergrundfluoreszenz auftritt, ist eine Steigerung der
Sensitivitat, bedingt durch eine hohere Bakterienanzahl in der spateren Phase der Infektion,

notwendig.

Ferner zeigten Kong et al. eine auf der konstitutiven Expression des Enzyms 8-Lactamase basierte
Anwendung eines Reportersystems zur Visualisierung der Mykobakterien in der Maus [213]. Durch
B-Lactamase wird eine Spaltung eines fluorogenen Substrats katalysiert. Dadurch kommt es zur
Lichtemission im NIR-Spektrum. Das exogen verabreichte Substrat besteht aus dem Fluorophor Cy5
bzw. Cy5.5, das durch einen B-Lactamring mit einem Quencher QSY21 verbunden ist. Der
ungespaltene Cy5/Cy5.5-Quencher-Komplex ist nicht fluoreszent (FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) Effekt). Der Vorteil dieses Reportersystems liegt darin, dass die 8-Lactamase auf der
Oberflache von M. tuberculosis lokalisiert ist und das Substrat im Unterschied zu den endogenen
Enzymen das oberflachenassoziierte Enzym besser erreichen kann, da die bakterielle Zellwand nicht

durchgedrungen werden muss.

Als eine weitere Alternative zu FP werden Quantum Dots (QDots) benutzt. QDots kleine
fluoreszierende anorganische Nanokristalle, die tber nitzliche optische Eigenschaften, wie z.B. eine
sehr starke Leuchtkraft und Photostabilitit sowie breite Anregungs- und enge
Emissionswellenlangen-Bereiche charakterisiert sind [214]. Ihre Emissionswellenldangen sind von der
GroRe der Nanopartikel abhangig und variieren in ihrer Strahlung von ultraviolett bis infrarot. Dem

Zweck entsprechend kénnen QDots verschiedener GroRen hergestellt werden, die dann (iber
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bestimmte Eigenschaften verfligen. Bei der Durchfiihrung der Untersuchungen muss die GrofRe der
Partikel beriicksichtigt werden. Leevy et al. koppelten die oben beschriebenen Zn-DPA-Komplexe
mittels Biotin/Streptavidin Linker an die fluoreszierenden QDots, die Emissionswellenlingen von
800 nm aufwiesen [211]. Nach der Verabreichung dieser Komplexe wurde festgestellt, dass die
Bindung an Zielstrukturen auf S. aureus und ,glatten” Escherichia coli durch die GrofRe der QDots
beeintrachtigt war. Zusatzlich wurde die Leuchtkraft der QDots gemindert. In einer ,rauhen”
Mutante von E. coli wurde dagegen aufgrund der fehlenden O-Antigene der Polysaccharide der
Zellwand, welche die Bindung von Zn-DPA-QDot-Komplexen an die tiefer gelegenen Lipid A
Komponenten storen, eine effektivere Farbung erreicht. Nach der Injektion 10® vorgefirbter E. coli
konnte ein erhohtes Signal-Rausch-Verhaltnis (signal-to-noise ratio) im Vergleich zum Zn-DPA/NIR
Reporter festgestellt werden. Obwohl eine Reduktion der Autofluoreszenz durch die Benutzung von
NIR-emittierenden QDots erreicht wurde, konnten die nachteiligen Eigenschaften wie Absorption
und Streuung des Anregungslichtes nicht beseitigt werden. Zudem absorbieren die QDots besonders
intensiv das blaue Licht, was zu einer weiteren Abschwachung des Anregungslichtes fiihrt [212]. Um
dieses Problem zu I6sen, entwickelten So et al. die sog. ,self-illuminating” QDots [215, 216]. Hierbei
wurden die kommerziell erworbenen QDots in Verbindung mit der Renilla Luciferase (Luc®) [217]
eingesetzt. Bei der Katalyse des Substrats Coelenterazin wurde blaues Licht erzeugt, das zur
Anregung der QDots diente (Biolumineszenz-Resonanz-Transfer). Dadurch konnte das Signal-Rausch-

Verhaltnis um das 1000-fache erhoht werden.

In immunkompetenten Tieren zeigte sich der Reporterstamm M. tuberculosis Charge3 fiir die IVIS

Bildgebung als am besten geeignet.

Die Analyse der Impfstoffwirkung erfordert den Einsatz immunkompetenter Tiere. Aus diesem Grund
wurden M. tuberculosis Reporter auf ihre Eignung fir die IVIS Bildgebung in immunkompetenten
SKH-1 Mad&usen getestet. In diesen Analysen hat sich M. tuberculosis Charge3 fiir den Einsatz in
weiteren Analysen zur Impfstoffeffizienz als optimal erwiesen. Allerdings kann die Impfstoffwirkung
nur in den isolierten Organen getestet werden, da die Fluoreszenzsignale im lebenden Tier zu
schwach sind, um den Brustkorb der Maus zu durchdringen. Die Minderung der Reportersignale kann
zum einen durch die Absorption des Lichtes durch Gewebebestandteile, wie Hamoglobin, Lipide,
Wasser sowie Luft in der Lunge verursacht werden. Zum anderen wird das emittierte Licht durch die
Streuung abgeschwacht [198, 200]. Durch die Krankheitsprozesse, wie die Ausbildung der Granulome
bzw. entziindlicher Infiltrate wird die Struktur des Lungengewebes ebenfalls verdndert. Dadurch
werden Absorption und die Streuung des Lichts beeinflusst. Ferner konnen durch die pathologischen

Veranderungen im Lungengewebe die Expression der Fluoreszenzproteine oder die metabolische
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Aktivitat der Enzyme der Biolumineszenz-Reportersysteme beeintrachtigt werden. Auch die Studien
zur Antibiotikawirkung zeigten, dass Fluoreszenzsignale von M. tuberculosis Charge3 nur in den

isolierten Lungen optimal detektiert werden konnten [184].

Lumineszenz-Bildgebung

In der Krebsforschung kann mit Hilfe von Biolumineszenzmarkern das Wachstum von Tumoren bzw.
die Bildung von Metastasen verfolgt werden [218, 219]. Biolumineszenz wurde ebenfalls zur
Quantifizierung von Pathogenen im Wirtsorganismus benutzt [179, 220-222]. Ferner ermdglichen
Luciferase-Luciferin-Systeme als Fusionsproteine oder gekoppelt an bestimmte Promotoren die
Genexpression in vitro und in vivo zu visualisieren [223-225]. In der mykobakteriellen Forschung wird
die Biolumineszenz bereits seit 20 Jahren angewendet. Das Luciferase-System des Glihwirmchens
Photinus pyralis (FFluc) ist im Vergleich zu bakteriellen Luciferase-Systemen (/uxCDABE) und
Systemen der Weichkoralle Renilla reniformis sowie des Flohkrebschens Gaussia princeps (Gluc) das
effizienteste lichterzeugende System [173, 175]. Urspriinglich wurde das FFluc-System zur Analyse
der Vitalitdt und zur Quantifizierung lebender Bakterien genutzt [226, 227]. Derzeit gibt es viele
biolumineszenzbasierte Modelle, die Informationen zur Zellzahl und Lokalisation mikrobieller
Pathogene im Organismus liefern. Darliber hinaus erlauben diese Modelle die Durchfiihrung der
Analysen zu Expressionsraten und Virulenz bestimmter mikrobieller Gene. AuRerdem werden diese
Modelle zu Untersuchungen von Antibiotika- bzw. Vakzin-Effizienz genutzt [198]. In Anbetracht der
langsamen Vermehrung von Mykobakterien war es von Vorteil, neue alternative Methoden zur
Ermittlung der Bakterienzahl zu entwickeln. Ublicherweise wird die Keimlast durch KBE ermittelt. Das
nimmt jedoch viel Zeit in Anspruch, da die Kolonien erst 4-5 Wochen nach dem Ausplattieren der
Bakterien ausgezahlt werden konnen. Hierzu wurden diverse mykobakterielle Lumineszenz-
Reporterstimme hergestellt (M. tuberculosis, M. smegmatis, M. bovis BCG, und sogar M. avium,
M. intracellulare und M. aurum) die entweder bakterielle (LuxAB)- oder Glihwirmchen (FFluc)-

Luciferasen exprimieren [228-234].

Dartiber hinaus wurde die Nutzung von Luciferase-basierten Reporterphagen zur Analyse der
Antibiotika-Suszeptibilitat der klinischen Stamme bzw. zu diagnostischen Zwecken beschrieben [235-
239]. Eine Vielzahl von Publikationen zeigt den Gebrauch biolumineszenter Reporter in Bakterien
(Bacillus anthracis [240], Listeria monocytogenes [241], Salmonella enterica serovar Typhi [242],
Brucella melitensis [222], Neisseria meningitis [243]), in viralen Pathogenen (HSV-1 (Herpes Simplex
Virus Typ 1) [244, 245], SV (Sindbis Virus) [246]) und in Pilzen (Aspergillus fumigatus [247], Candida
albicans [248]) und Parasiten (Trypanosoma. spp. [249], Leischmania spp. [250], Toxoplasma gondii
[251-254], Plasmodium berghei [255, 256]).
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In der TB-Forschung werden biolumineszente Stamme zur Visualisierung der Infektionskinetik sowie
zu Effizienzanalysen von Antibiotika eingesetzt. Biolumineszenz-Bildgebung in vivo wurde zuerst 2009
anhand von biolumineszenten M. bovis BCG in immundefizienten Mausen zur Analyse der
mykobakteriellen Infektion angewendet [182]. Dieser Reporterstamm enthielt nur luxAB Gene, die
das Enzym Luciferase kodierten. Zur Visualisierung von Bakterien wurde das toxische Aldehyd
Decanal als Substrat in einer Mischung aus Olivendl und Ethanol intraperitoneal injiziert. Dadurch
wurde das Substrat nicht effizient zum Zielorgan Lunge transportiert. Das filihrte zu einer
mangelhaften Visualisierung von M. bovis BCG. 2010 wurden die ersten Ergebnisse zur Anwendung
von biolumineszenten M. tuberculosis publiziert [175]. Diese Studie zeigte eine erfolgreiche
Detektion von M. tuberculosis, die entweder FFluc- oder Lux-Gene exprimierten. Es wurde zum
ersten Mal gezeigt, das das gesamte /ux Operon in Mykobakterien erfolgreich exprimiert werden
konnte. In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass dieser autolumineszente M. tuberculosis
Stamm, der das vollstéandige /ux Operon, also sowohl die Gene, die fiir das Enzym Luciferase kodieren
als auch die, die fiir die Enzyme zur Herstellung des Substrats kodieren, enthalt, zum Testen der
Wirkstoffe und Vakzine gegen TB genutzt werden konnte. Die Lumineszenz wurde dabei in
homogenisierten Lungenlysaten im Luminometer gemessen. Andreu et al. haben die
biolumineszenten M. tuberculosis, die ein FFluc-basiertes System zur Licht-Erzeugung aufweisen, in
immundefizienten Mausen zum Test des antimykobakteriellen Antibiotikums, Rifampicin, erfolgreich
eingesetzt [185]. Ferner wurde unter Verwendung von Biolumineszenz die Wirkung von anti-
mykobakteriellen Antibiotika Rifampizin und Isoniazid in einem immundefizienten Maus-Modell nach
der Infektion von M. bovis BCG evaluiert [181,183]. In Vakzinierungsstudien wurden bisher keine
biolumineszierenden M. tuberculosis Reporterstimme verwendet. Im Vakzinierungsfeld wurden

bisher lumineszente Brucella melitensis [257], Salmonellen [258] und B. anthracis angewendet [259].

Alternativ zu den fluoreszierenden Reporterstimmen habe ich in dieser Studie den biolumineszenten
FFluc-exprimierenden M. tuberculosis Stamm (FFluc-RT) auf seine Eignung als Reporterstamm in
einem immunkompetenten Mausmodell mittels IVIS Bildgebung getestet. Dabei konnte in den
Lungenbereichen lebender Mause Uber die gesamte Dauer des Experiments von 80 Tagen keine
Lumineszenz detektiert werden. In den entnommenen Lungen konnten die ersten
Lumineszenzsignale am Tag 15 nach der Infektion gemessen werden. Am Tag 35 des Experiments
wurde eine sehr schwache Lumineszenz detektiert (Abb. 4.6). Um die Funktionalitdt der Luciferase zu
Uberprifen, wurde das Substrat Luciferin erneut auf die explantierten Lungen pipettiert. 5-15
Minuten nach erneuter Gabe von Luciferin konnte die Lumineszenz in den Lungen detektiert werden
(Abb. 4.6 D). Generell gelten biolumineszierende Reporter-Systeme als sensitiver als fluoreszierende
[198]. Als eine der Ursachen fiir die fehlende Biolumineszenz im lebenden Tier kdnnte der

Sauerstoffmangel in Granulom-ahnlichen Lungenbereichen in Betracht gezogen werden, da die
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Oxidation des Substrats durch die Luciferase sauerstoffabhdngig ist. Als weitere Ursache kann eine
schlechte Diffusion des intraperitoneal verabreichten Luciferins zu dem Reaktionsort gelten. Zudem
war die Bakterienzahl des FFluc-Stammes um eine logarithmische Stufe niedriger gegeniliber dem
Wildtypstamm H37Rv. Somit erwies sich dieser Stamm aufgrund seiner reduzierten Fitness und

Leuchtkraft fir die Impfstoffanalysen als nicht geeignet.

5.2 Das rekombinante Spaltvakzin H56-CAF01 zeigt eine schiitzende
Wirkung nach der intranasalen Verabreichung

Die parenterale Verabreichung ist fir die meisten Impfstoffe der klassische Applikationsweg. Eine
Mehrzahl aller Infektionen beginnt auf mukosaler Ebene. Das fiihrt zur Hypothese, dass eine
geeignete mukosale Antwort gegen Pathogene, die Gber Schleimhaute in den Kérper eindringen, zu
einer besseren Abwehr beitragen konnte. Somit konnte fiir die Schutzwirkung gegen eine
Lungeninfektion wie die Tuberkulose die intranasale Verabreichung, d.h. die Aufnahme Uber das
Atemwegsepithel optimal sein. Die Art der Vakzinverabreichung kann eine entscheidende Rolle bei
der Ausbildung einer protektiven Immunantwort haben. Die intranasale Verabreichung kdnnte den
Vorteil haben, dass der Impfschutz direkt an der Eintrittspforte des Erregers stimuliert werden
konnte. Leider zeigen jedoch die meisten klinisch relevanten Impfstoffkandidaten nach mukosaler
Verabreichung tber die Atemwege nur schwache Immunantworten und haben dariber hinaus oft

nicht die Fahigkeit biologische mukosale Barrieren zu iberwinden.

Giri et al. zeigten, dass nach intranasaler Verabreichung des Antigens Ag85B, das mit dem Adjuvans
DDA (Ag85B und DDA sind Bestandteile von H56) appliziert wurde, eine robuste schiitzende Wirkung
gegen M. tuberculosis in der Maus induziert werden konnte [260]. In den Untersuchungen von
Blazevic et al. wurde dagegen kein signifikanter Schutz nach einer Grundimmunisierung mit BCG und
darauffolgender Boost-Immunisierung mit Ag85B, das mit dem Adjuvans CpG (Oligodeoxynukleotid
mit unmethylierten Cytosin-Phosphat-Guanin-Motiven) verabreicht wurde, gegen eine Infektion mit
dem GFP-exprimierenden BCG erreicht [261]. Todoroff und Kollegen haben ein homologes
mykobakterielles Antigen Ag85A in Kombination mit verschiedenen mukosalen Adjuvantien (CpG,
MPLA (Monophosphoryl Lipid A aus Salmonella minnesota) und LTB (B Untereinheit (subunit) des
Hitze-stabilen Endotoxins von Escherichia coli) auf eine protektive Wirkung in BALB/c Mausen
getestet. Unter Anwendung von CpG und MPLA konnte eine Ausbildung der Tyl-polarisierten
Antwort mit der charakteristischen Produktion vom antigenspezifischen IFN-y sowie eine Reduktion
der Bakterienzahl in Lunge und Milz bewirkt werden. Durch LTB konnte dagegen nur eine

Entziindung, jedoch keine Verminderung der Keimlast in der Lunge ausgelost werden. MPLA |6ste
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zusatzlich eine spezifische T, 17-basierte Immunantwort aus. Somit wurden mit CpG und MPLA zwei
potentielle mukosale Adjuvantien identifiziert, die Tyl und Ty17 Immunantworten in der Maus

auslosen kdnnen [262].

Tu17-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr, besonders gegen Pathogene, die
durch mukosale Oberflachen in den Korper gelangen. Durch die Produktion von IL-17 induzieren die
Ty17-Zellen die Synthese von Chemokinen, wie IL-8, und antimikrobiellen Peptiden in Epithelzellen

und tragen durch die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten zur Entziindung bei.

Fir das Adjuvans CAFO1 wurde gezeigt, dass es bei der Abwehr gegen M. tuberculosis neben der
Induktion einer robusten Tyl Immunantwort auch die Ty17 Antwort einleiten kann [263]. Dabei
waren in C57BL/6 Mausen nach intranasaler Verabreichung verschiedener Mykobakterien- und
Chlamydien-Antigene in CAFO1 Adjuvans eine Generierung von Tyl und T,17 Gedéachtniszellen noch
zwei Jahre nach der Immunisierung nachzuweisen. Als mykobakterielle Antigene dienten in dieser
Studie H1 und H28, H1 ist ein Fusionsprotein, das Ag85B und ESAT-6 beinhaltet, H28 besteht aus
einem RV2660c-Ag85B-TB10.4 Proteinkomplex. In einer weiteren Studie fihrte die Vakzinierung mit
den M. tuberculosis-Antigenen Culp (Cutinase-like proteins)-1 und -6, sowie mit MPT83, die in
Kombination mit dem Adjuvans Lipokel (Lipotek Pty Ltd.), welches den TLR2-Signalweg aktiviert, in
Form eines Pulvers (dry powder) verabreicht wurden, zu einer erhéhten Zahl an spezifischen CD4"
und CD8" T-Zellen in den mediastinalen Lymphknoten, mehr IFN-y-produzierender Zellen und einer

verstarkten IgG Produktion vier Wochen nach der Verabreichung [264].

Fir Ag85A wurde gezeigt, dass in Verbindung mit einem alternativen Impfstofftrager (Gum
Nanoparticles), bei einer oralen Vakzinierung gute mukosale und systemische Immunantworten

induziert werden konnten [265].

Die Vakzinierung von nicht-humanen Primaten mit AERAS-402, das den Tieren durch Inhalieren
verabreicht wurde, fiihrte zu einer hohen Zahl an CD4" und CD8" T-Zellen im peripheren Blut und der
bronchoalveolaren Flissigkeit [266]. Die orale Applikation von BCG Danish Vakzin bei den Dachsen
hatte ebenfalls eine gute schitzende Wirkung, die sich anhand der Bakterienlast in Lunge und
Thorax-Lymphknoten, der pathologischen Verdnderungen und der Produktion von IFN-y duRerte

[267].

Diese Befunde zeigen, dass die Wahl des Antigens sowie des Adjuvans in Verbindung mit einer
optimalen Verabreichungsart eine entscheidende Rolle bei der Induktion der mukosalen/pulmonalen
Immunitat spielt. Leider existieren derzeit nicht viele wirksame mukosale Adjuvantien, die nicht
entzlindlich sind und gleichzeitig eine robuste zelluldare Antwort auslosen und nicht zur Toleranz

gegeniber dem Impfstoff fihren.
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Ein weiterer Vorteil der intranasalen Impfstoffverabreichung besteht darin, dass der Impfstoff als
Spray verabreicht werden kann. Die Bereitschaft des Menschen, sich auf diesem Wege der Impfung
zu unterziehen, kann aufgrund unkomplizierter und schmerzfreier Verabreichung gesteigert werden.
Aullerdem hat die Anwendbarkeit eines solchen Sprays enorme Vorteile im Pandemiefall, wenn
unter Umstanden mehrere Personen gleichzeitig geimpft werden missen. AuBerdem kann das

Risiko, Krankheiten durch unsachgemaBen Gebrauch von Spritzen zu tbertragen, vermieden werden.

Die Schutzwirkung von TB-Impfstoffen kann durch die Anwendung unterschiedlicher Prime-Boost-
Impfstrategien verstarkt werden [268-270]. Dabei werden verschiedene
Immunisierungskombinationen getestet. In dieser Studie wurden zwei heterologe Prime-Boost-
Impfstrategien miteinander verglichen. In der ersten wurden die Tiere mit BCG immunisiert (Prime-
Vakzinierung), in der zweiten wurden die Tiere zunachst mit BCG vorimmunisiert, danach erfolgten
zwei weitere Vakzinierungen mit H56-CAF01 (Boost-Vakzinierung). Durch die Vorimmunisierung mit
BCG reduzierte sich die Zahl der Bakterien in den Lungen auf ca. 1x10° KBE und lag somit schon unter

dem Detektionslimit der IVIS Bildgebung (1x10°/1x10’ KBE) (Abb. 4.12).

Anhand von IFN-y und IL-2 ELISPOT Analysen (PBMC) wurde gezeigt, dass Tiere, die nach einem
BCG/H56-CAF01 Prime-Boost-Schema geimpft wurden, besser geschiitzt waren als Tiere, die nur mit
BCG immunisiert wurden [266]. Die Tiere wurden in diesem Experiment (iber einen Zeitraum von 65
Wochen nach der Infektion mit M. tuberculosis untersucht. Darliber hinaus waren Primaten, die auf
diese Weise geimpft wurden, gegen eine Reaktivierung einer latenten Tuberkulose durch anti-TNF

Antikorper-Behandlung geschiitzt.

Auch in Mausmodellen zeigten diverse Prime-Boost-Impfstrategien vielversprechende Ergebnisse.
Verschiedene Prime-Boost-Vakzinierungsstrategien induzieren robuste T-Zell-Antworten und
verstarken die Impfstoffwirkung von BCG [268]. Die meisten der neuen Impfstoffkandidaten sind so

konstruiert, dass sie als Boost-Vakzine zur Verstarkung des BCG-Schutzeffekts eingesetzt werden.

Neben der Entwicklung von heterologen Prime-Boost-Impfschemen werden weitere Strategien zur
Verbesserung des Schutzeffektes, wie z.B. die Art der Impfstoffverabreichung, ausgearbeitet. BCG
wird normalerweise intradermal verabreicht, wird aber auch bezliglich intranasaler oder oraler
Applikation getestet [268]. Mit dieser intranasalen Strategie soll die Aktivierung der regionalen
Abwehrmechanismen in der Lunge, also am Wirkort des Erregers der Lungentuberkulose, erzielt
werden. In dieser Studie wurden bei der Untersuchung der Schutzwirkung von H56-CAF01 zwei
Applikationswege (subkutan und intranasal) angewendet, um einen fir die Induktion der
Schutzwirkung effektiveren Applikationsweg zu ermitteln. Nur im Fall der subkutanen
Impfstoffverabreichung konnte eine signifikante Schutzwirkung von H56-CAFO1 in IVIS Analysen

sowie der Ermittlung der KBE festgestellt werden (Abb. 4.8). So I6st die subkutane Vakzinierung eine
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effektivere Abwehrreaktion gegen die experimentelle Tuberkulose aus. Das kann durch das langer
bestehende Depot am Verabreichungsort ,Haut” im Gegensatz zur Lunge bedingt sein. Durch das
respiratorische System werden die verabreichten Impfstoffe schneller ausgeschieden, wie es
teilweise durch meine Ergebnisse zur Verteilung von Vakzinen gezeigt wurde (s. 4.3.2). AuBerdem
kann bei der intranasalen Applikation ein Teil des verabreichten Impfstoffs direkt in den Magen
gelingen. Uberdies sind die Aufnahme, Prdsentation und der Transport von Impfstoffen durch
antigenprasentierende Zellen zu den sekunddren immunologischen Organen (Lymphknoten, Milz)
wichtig. In den subkutan vakzinierten Tieren war eine niedrigere Zahl der inflammatorischen

Bereiche in den Lungen zu beobachten (Abb. 4.10, 4.14).
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Immunzellaktivierung und -rekrutierung entsprechend der
Wege der Impfstoffverabreichung basierend auf unseren Daten.

Nach subkutaner Injektion des Impfstoffs setzen aktivierte Makrophagen und DZ Botenstoffe frei, die dazu
fihren, dass in benachbarten GefdRen zirkulierende Leukozyten (neutrophile Granulozyten, Monozyten [die
dann zu Makrophagen reifen]) an Endothelzellen anhaften, die Endothelschicht durchwandern
(Transmigration) und ins Gewebe eindringen (A). Durch einen Chemokingradienten angelockt und durch
Zytokine aktiviert, phagozytieren die eingewanderten Zellen die eingedrungenen Partikel und perpetuieren
durch eigene Zyto-/Chemokin-Sekretion die Entziindung. DZ wandern tber die Lymphe in den drainierenden
Lymphknoten und prasentieren Peptide der aufgenommenen Antigene mittels MHC-Klasse-I/lI-Molekile den
CD8" bzw. CD4" T-Zellen, die dadurch aktiviert werden. Nach der Aufnahme des Impfstoffs durch APZ in der
Lunge (B) werden diese aktiviert und wandern in die LK. Dort werden die prozessierten Antigene (iber MHC-
Klasse-I/lI-Molekiile den T-Zellen angeboten, die dadurch aktiviert werden. Eine intranasale Boost-Vakzinierung
mit Antigen-CAFO1 (B2) sollte zum vermehrten Einwandern Antigen-spezifischer T-Zellen in die Lunge im
Vergleich zur subkutanen Boost-Vakzinierung (A2) fiihren. In meinen Untersuchungen wurde jedoch nur eine
schiitzende Wirkung durch H56-CAF01 nach subkutaner Verabreichung des Impfstoffs festgestellt. Durch die
intranasale Applikation wurde dagegen keine Schutzwirkung erzielt. Daraus schlieRen wir, dass trotz
Atemwegs-assoziierter Immunisierung und folgender Infektion keine Antigen-spezifischen T-Zellen in die Lunge
rekrutiert wurden, interessanterweise aber nach subkutaner Immunisierung. Warum dies so ist, missen
zuklinftige Studien zeigen.
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5.3 Verteilung von Impfstoffen im Mauskorper

Makrophagen bilden als phagozytierende Zellen die erste Abwehrfront gegen Infektionen. Sie sind in
der Lage nach ihrer Aktivierung durch Aufnahme von korperfremden Stoffen kostimulierende
Molekiile sowie MHC-Klasse-lI-Molekile zu exprimieren. Dadurch fungieren sie als
antigenprasentierende Zellen, aktivieren jedoch die T-Zellen nicht so effizient wie dendritische Zellen.
Dendritische Zellen sind die wichtigsten APZ, deren Hauptaufgabe darin besteht, Antigene
aufzunehmen und durch deren Prdsentation T-Zellen zu aktivieren. DZ nehmen an
Verabreichungsorten bzw. an Infektionsherden die Antigene auf und werden aktiviert. Dadurch
wandern sie anschlieRend ins lokale Lymphgewebe und reifen dort zu den Zellen heran, die den
zirkulierenden T-Zellen die aufgenommenen Antigene prasentieren. Die Aktivierung einer naiven T-
Zelle durch ihren Kontakt mit dem Antigen-MHC-Komplex bildet zusammen mit ihrer anschlieenden
Proliferation und Differenzierung die primare Immunreaktion. Dabei entstehen T-Effektorzellen und
in der Folge T-Gedachtniszellen. Die Aufgabe der Impfstoffe besteht darin, effektiv das
immunologische Gedachtnis zu erzeugen, um den Organismus vor spadteren Angriffen der Pathogene,
die die gleichen Antigene aufweisen, zu schitzen. Die Aufnahme von Impfstoffen kann zum einen
von ihren Depoteigenschaften und zum anderen von ihrer Zusammensetzung abhangen.
Rekombinante Spaltvakzine besitzen, aufgrund ihrer fehlenden PAMP-Strukturen und der Anfalligkeit
flir schnelleren proteolytischen Abbau durch Enzyme der Wirtszelle, oft nur schwache
Immunogenitat. Aus diesen Griinden werden sie gemeinsam mit Adjuvantien verabreicht. Die Art des
Adjuvans beeinflusst die Aufnahme des Antigens durch APZ und deren Aktivierung. Die einzigen
Adjuvantien, die fir den Gebrauch im Menschen bereits seit 85 Jahren lizensiert sind, Aluminium-
basierte Mineralsalze (Prazipitate der Aluminiumphosphate und Aluminiumhydroxide, Alum) sind
zwar wenig toxisch aber vor allem gute Ausldser fir eine effiziente B-Zell Antwort. In den letzten 10
Jahren sind weitere Adjuvantien, wie Virosomen (bestehend aus viralen Proteinen, die in ein
Phospholipid-Bilayer integriert sind; Fa. Crucell, Niederlande,) und ,oil-in-water” (o/w) Emulsion
MF59® (Novartis, Schweiz,) fiir den Gebrauch in Menschen zugelassen worden [271-273]. In den
letzten Jahren wurden die weiteren ,Adjuvans Systeme” ASO3 (squalen o/w Emulsion) und ASO4
(Aluminiumhydroxid in Kombination mit dem TLR-Agonisten Monophosphoryllipid A (MPL);
GlaxoSmithKline Biologicals (GSK), Belgien) lizensiert [273, 274]. Die Wirkung dieser Adjuvantien ist in
vielen Krankheiten limitiert, da sie nur schwache Tyl und CTL (Cytotoxic T-Lymphocyte)
Immunantworten, die eine entscheidende Rolle bei der Abwehr der intrazellularen Pathogene, wie
M. tuberculosis spielen, induzieren. Durch die Entwicklung Liposomen-basierter Adjuvantien wurden
wirkungsvolle Impfstofftrager entdeckt, mit deren Hilfe Ty1 und CTL Antworten induziert werden
kénnen. Fiir Liposomen wurde gezeigt, dass sie dank ihrer lipophilen Bestandteile mit den

Membranen der Zielzellen fusionieren kénnen [275]. Zudem kdnnen sie aufgrund ihrer partikuldaren
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Natur von den professionellen phagozytierenden Immunzellen aufgenommen werden. Dabei kann
die Aufnahme von der GrofRe und Ladung der Partikel abhdngig sein. Dariber hinaus spielt die Art der
Aufnahme eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung verschiedener intrazellularer Mechanismen
von APZ. Das hat den Vorteil, dass durch die Modifizierung der Liposomen bestimmte
Endozytosewege induziert werden konnen. Dadurch wird eine spezifische Immunantwort, die sich in
der Expression bestimmter relevanter kostimulatorischer Molekiile dufSert, eingeleitet. Grundsatzlich
kénnen die Liposomen in ihrer Struktur so modifiziert werden, dass sie Uber unterschiedliche
pharmakokinetische und bestimmte Depoteigenschaften verfligen, um eine effiziente Antigen-

Prasentation zu gewahrleisten.

Die meisten lizensierten Adjuvantien assoziieren mit dem Antigen infolge der Adsorbtion nach dem
einfachen Vermischen von Antigen und Adjuvans. Eine Ausnahme ist z.B. der Influenza-Impfstoff
Inflexal® (Crucell), bei dem die viralen Antigene in ein Phospholipid-Bilayer integriert sind. Fir die
rekombinanten Antigene H1 (Ag85B-ESAT-6) und H56 (Ag85B-ESAT-6-Rv 2660c) wurde gezeigt, dass
sie sich nach dem Vermischen mit CAFO1 durch Adsorption mit ausreichender Effizienz (> 95%) an die
Oberflache von Liposomen anlagerten und fast die komplette Oberflaiche der Impfstofftrager
bedeckten, ohne dass die physikalische Stabilitdit der Antigene beeintrachtigt wurde [276, 277].
Dabei stieg die GréRe der Liposomen von 110-250 bis zu 335-400 nm an. Die Konzentration von H56
betrug dabei 0,1 mg/ml H56. Bei der Erh6hung der H56-Konzentration von 0,1 auf 0,2 mg/ml wurde
die gesamte Struktur von CAF01 zerstort. Die GroRe der Formulierungen erreichte dadurch mehr als
900 nm. Solche Veranderungen beziiglich der GroRe der Antigen-Adjuvans-Formulierungen, bedingt
durch unterschiedliche Antigen-Konzentration, miissen nicht nur bei der Herstellung sondern auch
beim Applikationsweg der Impfstoffe bericksichtigt werden, da die Aufnahme und Prozessierung der

Formulierungen durch die APZ davon beeinflusst werden kénnen.

In Influenza-Studien im Frettchen-Modell wurde gezeigt, dass durch die orale Verabreichung
kleinerer Vesikel (ca. 250 nm) eine T42 Immunantwort induziert werden konnte, wobei durch
Applikation groRerer Liposomen (ca. 980 nm) hdohere IFN-y Konzentrationen und IgG2
Antikorpertiter, die typisch fir eine Tyl Immunantwort sind, eingeleitet wurden und damit ein

besserer antiviraler Schutz [278].

In weiteren Studien wurde festgestellt, dass die GroRe der Partikel signifikant die Antigenaufnahme,
die Prozessierung der Antigene sowie deren Transport zu den drainierenden Lymphknoten
beeinflusste. Manolova et al. beschrieben den Transport von Virosomen und Nanopartikeln
verschiedener GroRe nach deren Injektion in MausfiiBe. GroRere Partikel (0,5-2 pum) verblieben
langer an der Injektionsstelle und nur diese groRen Partikel wurden von DZ aufgenommen. Kleinere

Partikel (< 200 nm) dagegen wurden durch die Lymphflissigkeit in die Lymphknoten transportiert,
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wo sie von den residenten Makrophagen und DZ aufgenommen wurden [279]. Diese Daten zeigen,
dass der Ort der Aufnahme der Partikel durch APZ - Applikationsstelle oder Lymphknoten - ebenso

von der LiposomengréBe abhangig ist.

Bachmann et al. beobachteten, dass durch Antigen-TLR7/8-Agonisten-Komplexe, die klein genug
waren, den Lymphknoten selbststandig zu erreichen, residente B-Zellen und CD8" T-Zellen aktiviert
wurden [280]. In in vitro Studien wurde gezeigt, dass positiv geladene Vesikel mit einem
Durchmesser von 4,5 um von den APZ effizienter als 1 um groBe Partikel und negativ geladene
Partikel aufgenommen wurden [281]. Dariiber hinaus konnte festgestellt werden, dass die Reifung
von DZ, gemessen anhand der Expression des kostimulatorischen Molekiils CD83, durch kationische
Liposomen besser als durch anionische Vesikel induziert werden konnte [282]. In einer weiteren
Publikation wurde berichtet, dass nur positiv geladene Liposomen in der Lage waren, ein gutes Depot
aufzubauen und T-Zell-vermittelte spezifische Immunantworten, charakterisiert durch IFN-y und IL-

17 Produktion und die Entstehung multifunktionaler T-Zellen, auszulésen [275].

Aus dem oben Gesagten resultiert, dass der gemeinsame Transport von Antigen und Adjuvans zu den
Lymphknoten und der Milz fiir die Ausbildung einer effizienten und langanhaltenden Immunantwort
wichtig ist [196, 276, 283-285]. Zur Visualisierung der Depotbildung und der Transportprozesse von
Antigen-Adjuvans-Komplexen in der Maus habe ich fluoreszierende QDot-Ova-CAF01 Formulierungen
generiert. Die Verteilung von diesen Formulierungen wurde vergleichend nach intranasaler bzw.
subkutaner Verabreichung anhand IVIS Bildgebung und Fluoreszenz- bzw. lichtmikroskopischen
Untersuchungen analysiert. Dabei war eine Reduktion der Fluoreszenz in den Lungenbereichen
lebender Tiere bereits am Tag 4 nach intranasaler Verabreichung zu verzeichnen. Nach subkutaner
Verabreichung war dieser Verlust an Fluoreszenz am Verabreichungsort in der Schwanzregion
dagegen erst am Tag 15 zu beobachten. Die gemessene Fluoreszenz in den isolierten Lymphknoten
deutete auf einen Transport von fluoreszierenden Impfstoffen zu sekunddren lymphatischen
Organen hin. Im Vergleich zu den trachealen LK (Fluoreszenzabnahme ab dem Tag 9) war eine
deutlich langer anhaltende Fluoreszenz (bis zu 31 Tage nach subkutaner Applikation) in den
inguinalen LK nachweisbar. Dabei wurde festgestellt, dass die Leuchtkraft der Formulierungen in
Anwesenheit von Protein vermindert war. Die Verringerung der Fluoreszenzintensitat durch Protein
konnte auch durch einen weiteren Effekt, das sog. ,,Quenching”, bei dem die angeregten Photonen

vom Protein eingefangen werden und die Fluoreszenz negativ beeinflussen, verursacht werden.

Um zu untersuchen, ob das Adjuvans CAFO1 gemeinsam mit dem Modellantigen Ovalbumin zu den
Lymphknoten transportiert wird, wurde das Adjuvans mit dem hydrophoben Fluoreszenzfarbstoff
Lissamin Rhodamin (LissRhod) und dazu das Antigen mit fluoreszierenden QDots markiert (SSI). Die

Verteilung der QDot-Ova-LissRhod-CAFO1 Formulierungen wurde vergleichend nach intranasaler
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bzw. subkutaner Verabreichung mit Hilfe von IVIS Bildgebung, Fluoreszenz- und lichtmikroskopischen
Untersuchungen analysiert. Diese Untersuchungen zeigten zum einen, dass das Adjuvans gemeinsam
mit dem Antigen am Verabreichungsort (Lunge und Haut) und im Depot (Hauet) lokalisiert und zum
anderen zu den trachealen bzw. inguinalen Lymphknoten transportiert wurde. Darlber hinaus
konnte die Eignung von LissRhod neben QDots als fluoreszierende Reportersubstanz fir in und ex

vivo Bildgebung festgestellt werden.

Kamath et al. untersuchten den Transport des Tuberkuloseimpfstoffs H1 (Ag85B-ESAT6)-CAFO1 bzw.
seiner einzelnen Bestandteile, des Antigenhybrids H1 und des Adjuvans CAFO1 [196]. Dabei wurde H1
mit dem fluoreszierenden Farbstoff Alexa Fluor 647 (AF647) und CAFO1 mit einer fluoreszierenden
Substanz 7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl (NBD) markiert. Das gleichzeitige separate Einspritzen von
H1 und CAFO01 an der gleichen Injektionsstelle im Vergleich zur Verabreichung von H1-CAF01-
Komplexen resultierte zwar in einer vergleichbaren Antikorperproduktion, aber einer schwachen T2
Antwort. Die Ausbildung einer T41/T417 Antwort konnte dagegen nur durch das synchrone

Verabreichen von H1 und CAFO1 als Antigen-Adjuvans-Komplex erreicht werden.

Dabei wurde die gleiche Anzahl Ag'/Adjuvant” DZ Populationen in den drainierenden Lymphknoten
nach separater, genauso wie nach gemeinsamer Injektion von Antigen und Adjuvans gemessen.
Allerdings wurde nach separater Injektion eine Ag'/Adjuvant nicht aktivierte DZ Population
beobachtet. Die gleiche Ag*/Adjuvant” DZ Population konnte im Lymphknoten nach Verabreichung
von H1 (ohne Adjuvans) und 24 Stunden spater erfolgter H1-CAFO1 Injektion nachgewiesen werden.
Diese Studie legt nahe, dass frithzeitige Generierung von Ag'/Adjuvant” DZ durch das asynchrone
Verabreichen, bevor die Aktivierung Ag’/Adjuvant” DZ stattgefunden hat, sich nachteilig fiir die
Erzeugung einer optimalen Tyl1/Ty17 Immunantwort auswirkt. Das Ausbleiben einer Ty1/Ty17
Immunantwort kann durch die induzierte T-Zell-Toleranz aufgrund fehlender Aktivierung der APZ
durch immunstimulierende Bestandteile des Adjuvans bzw. unzureichender Aktivierung durch das
Antigen alleine erklart werden. In vorherigen Studien wurde gezeigt, dass die Antigenprasentation,
ohne aktivierende Signale zu T-Zell-Toleranzen fiihrt. Dabei wurde die Differenzierung zu tolerogenen
DZ durch die Bindung der freien Antigene an die CD205 DZ-Rezeptoren angeregt. Solche tolerogenen
DZ Populationen, wie CD103"-gastro-intestinale und pneumonale DZ sowie CD103CD24CD11b*
Haut-DZ und CD8" Milz-DZ wurden bereits in den friiheren Publikationen beschrieben [286, 287]. Ein

optimaler Impfstoff sollte die Auslésung tolerogener DZ Populationen vermeiden.
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5.4 Antigenaufnahme durch myeloide Zellen nach Impfung

DZ bilden keine homologe Population. Urspriinglich wurden sie in myeloide und plasmazytoide DZ
gegliedert. Mittlerweile werden die unterschiedlichen DZ-Subpopulationen nach Kriterien, wie
Entwicklungsstufe (Pra-DZ, DZ), Wanderungsverhalten (migratorisch, resident, zirkulierend),
Milieuvoraussetzungen (steady-state, inflammatorisch) bzw. Aktivierungsgrad klassifiziert [288]. DZ
entstehen aus Lin'CD117"Sca-1" Vorlauferzellen, die sich im Knochenmark befinden. Diese entwickeln
sich Uber die Stufen der Lin'CD117'Sca-1CD16/32'CD34" common myeloid progenitor (CMP) und
CD117"°CX3CR1°CD135* common lymphoid progenitor (CLP) zu CD34*°CD16/32"°CD117'CD11c
MHC-II" pro-DZ und CD34*CD16/32*CD115*CD117*CD135+ macrophage dendritic cell precursor (MPD)
[289]. MPD unterscheiden sich zudem von pro-DZ in ihrer Expression des Rezeptors fms-like tyrosine
kinase 3(Flt3) (CD135) und ihrer Fahigkeit wahrend der Differenzierung Kolonien zu bilden. MPD sind
die Vorldufer inflammatorischer CD11c'CD11b*Ly6C°MHC-II* DZ, die aus Monozyten differenzieren,
jedoch nicht von steady-state konventionellen DZ (kDZ). Diese entstehen aus pro-DZ, die weiter zu
CD11c¢"'CD11b*"MHC-IICX3CR1°CD115°CD135" pra-DZ differenzieren. Pra-DZ wandern aus dem
Knochenmark tber die Blutbahn in die Peripherie und bilden den Langzeitspeicher von DZ-
Vorlaufern. Im Entziindungszustand konnen diese Zellen schnell mobilisiert werden und die

regionalen LK erreichen, dabei differenzieren sie Gberwiegend zu kDZ.

Migratorische DZ befinden sich in den peripheren Geweben, wie z.B. Lunge, Haut und Darm, wo sie
Pathogene und fremde Antigene, wie Impfstoffe sowie Allergene aufnehmen kénnen. Typische
Vertreter dieser DZ-Subpopulation sind die Langerhanszellen der Epidermis [290]. Charakteristisch
fiir diese Zellen ist die Expression der Marker CD11c, CD11b, MHC-II, Langerin und CD103 [291-294].
In der Lunge Uberwiegen drei DZ-Typen: plasmazytoide DZ und zwei migratorische Subpopulationen:
CD103" und CD11b"™ DZ [295-297]. CD103" Zellen prasentieren die Antigene mit Hilfe von MHC-
Klasse-I-Molekiilen und aktivieren somit CD8" T-Zell-Antworten, wobei die Antigenprasentation der
CD11b"-Zellen tiber MHC-Klasse-lI-Molekiile erfolgt und anschlieBend in der Aktivierung der CD4" T-

Zellen resultiert.

Abgesehen von einer Vielzahl der Studien zu DZ-Migration und Antigen-Transport von der Lunge zu
den regionalen Lymphknoten, ist es noch wenig bekannt, wie DZ mit den in deutlicher Uberzahl in
der Lunge vorkommender Makrophagen um die inhalierten Partikel konkurrieren. Eine Reihe von
Publikationen beschreiben, dass die DZ normalerweise unter der Epithelschicht vorkommen, aber in
der Lage sind durch die epithelialen Tight Junctions in den Luftraum herauszuragen, um Antigene

aufzunehmen [298].

Es wird angenommen, dass eine Mehrzahl partikuldarer Antigene mit Hilfe von DZ in die Lymphknoten

transportiert wird [299]. Vermaelen et al. berichteten, dass Diphtheria Toxin-vermittelte Depletion
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von Lungen-DZ in einer deutlich reduzierten Antigen-Transportrate zu den Lymphknoten resultierte
[300]. Derzeit werden unterschiedliche Anstrengungen unternommen, die Aufnahme und den
Transport von diversen partikuldaren Antigenen von den DZ, Makrophagen sowie Epithelzellen zu

erforschen.

Zur Identifizierung der am CAFO1-Transport beteiligten Zellen wurde in dieser Arbeit das Gewebe der
inguinalen Lymphknoten mit anti-CD11b" spezifischen Antikérpern gefirbt. Anhand dieser
immunhistologischen Farbung konnte eine mit der Zeit zunehmende Infiltration von CD11b"-Zellen in
den inguinalen Lymphknoten nach der subkutanen Verabreichung von QDot-Ova-CAF01
Formulierungen beobachtet werden. Vorwiegend war diese vermehrte Anzahl von CD11b" -Zellen in
den Sinus- und Mark-Regionen des Lymphknotens zu finden. Diese Beobachtungen deuten auf eine

entzlindliche Reaktion im Lymphknoten hin.

Die durchflusszytometrische Analyse der Lymphknotenzellen und Splenozyten nach intranasaler bzw.
subkutaner Impfstoffverabreichung ergab, dass vor allem CD11c'CD11b" Subpopulationen den
Impfstoff (QDot-Ova-CAFO1) tragen. Dabei haben sich in den LK eine CD11c™cD11b""
Subpopulation und in der Milz zwei CD11c"CD11b™ und CD11c™CD11b™/™ als dominante

Impfstofftrager erwiesen.

In meiner Untersuchung der Impfstoffeffizienz von HS56-CAFO1 konnte nur nach subkutaner
Impfstoffverabreichung  ein  signifikanter ~ Schutz  erzeugt werden (Abb. 4.8). Die
durchflusszytometrische Analyse ergab, dass nach intranasaler Verabreichung die Zahl der
CD11c'CD11b" impfstofftragenden Zellen in den trachealen Lymphknoten im Vergleich zu den
inguinalen Lymphknoten nach subkutaner Applikation signifikant erhéht war (Abb. 4.38). Die
Aufnahme von Impfstoffen durch APZ koénnte durch die unterschiedliche Zusammensetzung der
Impfstoffe bestimmt und so die Immunantwort beeinflusst werden. Nicht nur die Anzahl, sondern
auch die Zusammensetzung und die Effizienz der myeloiden Zellen spielt bei der Ausbildung der
Immunabwehr eine Rolle. So ist eine effektivere Schutzwirkung durch eine geringere Anzahl
myeloider CD11c'CD11b* Zellen denkbar. Die gleichzeitige Rekrutierung myeloider Suppessorzellen
(MDSC, myeloid derived suppressor cells) durch Impfstoffkomponenten kann auch die Ausbildung
einer protektiven Immunantwort hemmen [301]. Die Studie von Behnett et al. zeigt, dass BCG die
Ausbildung von MDSC auslésen kann [302]. Zum besseren Verstehen dieser Immunprozesse sind
weitere detaillierte funktionelle Analysen der beteiligten myeloiden APZ Populationen in

Abhdngigkeit von Antigen, Impfstofftrager und Applikationsweg erforderlich.
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5.5 Ausblick

Weitere Optimierung rekombinanter fluoreszierender bzw. lumineszierender Reporterstimme
konnte zur besseren Visualisierung der Infektionsprozesse mithilfe der in dieser Arbeit etablierten
Bildgebungsmethode beitragen. Alternativ dazu ist die Anwendung eines sensitiveren
lumineszierenden M. tuberculosis FFluc Stammes denkbar. Darliber hinaus konnten alternative
Reportersysteme, z.B. basierend auf der Expression des endogenen B-Lactamase eingesetzt werden.
Eine weitere Verbesserung der Sensitivitat optischer Bildgebung zum Nachweis von weniger als 10°

Mykobakterien kénnte durch die Entwicklung besserer sensitiverer Detektionssysteme, wie z.B.

empfindlicherer CCD-Kameras moglich.

Um die Verteilung der Impfstoffe im Korper besser zu verfolgen, ist der Einsatz weiterer
fluoreszierender Substanzen neben QDots und LissRhodamin, wie z.B. Alexa Fluor 647 zur
Markierung mykobakterieller Antigene oder anderer fluoreszierender Lipide zur Markierung der
Liposome von Bedeutung. Seit kurzer Zeit existieren sog. biolumineszente ,self illuminating” QDots
fiir die in vivo Bildgebung. Hierfiir werden QDots an Renilla-Luciferase gekoppelt und das Phdnomen
des Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfers (BRET) ausgenutzt. Beim Umsatz des Substrats
Coelenteracin durch die Luciferase regt die freigesetzte Energie die benachbarten Fluorophore zur
Lichtemission an. Der Vorteil dieses Systems ist, dass eine externe Lichtquelle zur Anregung

Uberflissig ist. Dadurch konnte die Intensitdt der Reportersignale gesteigert werden.

Ferner ist zum besseren Verstindnis der Immunantworten eine weitere detaillierte Analyse der
Subpopulationen der APZ, die die Impfstoffe aufnehmen und die Antigene zu drainierenden
Lymphknoten tragen und prasentieren, notwendig. Dazu sollte vor allem die Funktion einzelner
Subpopulationen untersucht werden, d.h. inwieweit sie effiziente APZ sind oder eher suppressiv
oder Antigen-degradierend sind. Um die APZ Effizienz zu steigern, kdnnten alternative Adjuvantien,
die lber verschiedene strukturelle Modifikationen verfligen, welche zur besseren Erkennung und
Aufnahme von Antigenen durch diverse Mustererkennungsrezeptoren der Zellen der angeborenen
Immunitat und somit zur Steigerung der Immunabwehr beitragen kénnten, eingesetzt werden bzw.

effiziente APZ rekrutieren.
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5.6 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Nutzbarkeit eines speziellen nicht invasiven bildgebenden
Verfahrens (IVIS Bildgebung) in Verbindung mit fluoreszierenden und Iumineszierenden
M. tuberculosis Reporterstdmmen zur Visualisierung der Schutzwirkung neuer Impfstoffe untersucht.
Dabei hat sich herausgestellt, dass Fluoreszenz und Lumineszenz der Reporterstimme in
immunkompetenten Tieren nur in den isolierten Organen (Lunge, tracheale und inguinale
Lymphknoten), jedoch nicht im lebenden Tier detektiert werden konnte. Somit war eine liickenlose
Darstellung des Infektionsverlaufs und der Keimzahlentwicklung nach einer Impfung in einem
individuellen Organismus Uber eine langere Zeit nicht moglich. Damit tragt dieses Verfahren nicht zur
Verringerung der Tierzahl in Impfversuchen bei, beschleunigt aber die Analysen als Alternative zur
Keimzahlbestimmung, da KBE und Fluoreszenzsignalstarke gut korrelieren. Die bildgebenden
Analysen ergaben ein Detektionslimit von ca. 1x10° KBE in der Lunge. Die Analysen zur Schutzwirkung
des Tuberkuloseimpfstoffs H56-CAFO1 ergaben, dass nur im Fall der subkutanen
Impfstoffverabreichung im Gegensatz zur intranasalen Applikation ein signifikanter Schutz gegen die
mykobakterielle Infektion erreicht wurde. Die Anwendung einer heterologen Prime-Boost-
Impfstrategie ergab, dass bereits durch die Vorimmunisierung mit BCG eine signifikante Reduktion
der Bakterienzahl erreicht wurde. Die infolge der schiitzenden Wirkung der BCG-Vorimmunisierung

schon geringere Keimzahl war an bzw. unter der Detektionsgrenze der Bildgebung.

Die Untersuchungen zum Impfstofftransport in der Maus zeigten zum einen ein langer bestehendes
Depot am Verabreichungsort ,,Haut” im Vergleich zur Lunge. Zum anderen wurden Antigen H56 und
Adjuvans CAF01 zusammen lokalisiert. Auflerdem wurde ein gemeinsamer Transport beider
Impfstoffbestandteile in die drainierenden trachealen bzw. inguinalen Lymphknoten beobachtet, was
fir eine Immunaktivierung nétig ist. Durchflusszytometrische Analysen zeigten, dass CD11c/CD11b
doppel-positive myeloide Zellen, die den Impfstoff aufgenommen haben, die Hauptpopulation im
Lymphknoten darstellten. Inwieweit diese Zellen eine effiziente T-Zellaktivierung ermdoglichen,
missen zukinftige Studien zeigen. Nach der subkutanen Applikation von QDot-Ova-CAFO1 war ein
Influx entziindlicher CD11b* Zellen in den Lymphknoten zu beobachten, das auf eine stattfindende

entziindliche Reaktion schlieRen lasst.

Bei der histologischen Untersuchung der Verabreichungsorte nach der subkutanen bzw. intranasalen
Immunisierung anhand der HE-Farbung war eine starkere Einwanderung entziindlicher Zellen in die

Haut im Vergleich zur Lunge zu beobachten. Die infolge der subkutanen Immunisierung starkere
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Entziindung konnte zur Ausbildung des beobachteten besseren Immunschutzes gegen die

Tuberkulose gefiihrt haben.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass nach subkutaner Applikation die Impfstoffe fiir eine
langere Zeit am Verabreichungsort erhalten bleiben und somit dauerhafter fir
antigenprasentierende Zellen, die fir eine effektive Auslosung einer schiitzenden Immunabwehr
wichtig sind, zur Verfiigung stehen. Diese Beobachtung kdnnte den besseren Schutz durch H56-

CAFO01 nach subkutaner Immunisierung erklaren.

Generell konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das IVIS Bildgebungsverfahren dazu beitragen

kann, Impfstoffe und ihre Verabreichungsformen zu testen.
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6 Abstract

Tuberculosis (TB) is a major global health problem, with an estimated 8.7 million cases and 1.4
million death in 2011 (WHO, 2012). Mycobacterium (M.) bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG), which
was developed at the beginning of the 20™ century, remains the only available vaccine against TB.
BCG protects children against severe forms of the disease but fails to protect against the most
prevalent form of TB, namely pulmonary TB in adults (Colditz et al., 1994). In order to control TB,
vaccines that prevent productive M. tuberculosis infection are needed. The main focus of this work
was to combine novel imaging approaches (IVIS Kinetic analysis) with recombinant M. tuberculosis
reporter strains and fluorescent labeled vaccine carrier nanoparticles to assess and monitor the

efficacy and biodistribution of novel vaccine formulations against TB.

The nanoparticle-based vaccine formulations analysed were based on the recombinant fusion
protein H56 comprising Ag85B and ESAT-6, which are two of the M. tuberculosis antigens secreted in
the acute phase of infection, and the nutrient stress-induced antigen Rv2660c linked to cationic
liposomes (CAF01) containing cationic surfactant the dimethyldioctadecylammonium (DDA) bromide
and the immunomodulator trehalose 6°6-dibehenate (TDB) as adjuvant. Apart from the accelerated
assessment of the protective vaccine efficacy this approach should promote optimization of vaccine
formulations and candidates. Fluorescent and luminescent strains of M. tuberculosis were employed
to observe the prophylactic vaccine efficacy in the murine tuberculosis model by imaging individual

animals and excised lungs thereof using IVIS Kinetic analysis.

The detection limit of fluorescent M. tuberculosis in living mice was below IVIS Kinetic detection limit,
however, it was possible to monitor the infection in excised lungs and to assess mycobacterial load.
Fluorescent signals and CFU counts correlated well indicating the usability of the reporter system for
vaccine testing. The detection limit was around 10° M. tuberculosis in an excised lung. The subunit
vaccine H56-CAF01 used as priming and boosting vaccine, induced protection against M. tuberculosis
but only when given subcutaneously (s.c) but not via the intranasal (i.n.) administration route. Using
H56-CAFO1 as a boost for BCG primed immunity, revealed that BCG alone already induced a
protection leading to reduced mycobacterial loads, which were at or below the detection limit of VIS

imaging, which is less sensitive than the classical CFU assay.

In order to assess the differential efficacy of the s.c. versus the i.n. vaccination route, the
biodistribution of the vaccine carriers and the delivery to draining lymphoid organs, which is a
prerequisite for T cell priming, were analysed. Fluorescent far-red-emitting Quantum Dots and

fluorescent lipid lissamine rhodamine were used as tags to monitor the vaccine carrier fate upon i.n.



118 Abstract

compared to s.c. vaccination. Upon i.n. vaccination, IVIS imaging revealed that fluorescent signals
quickly (<4 days) faded from the lungs whereas some fluorescent signals were retained in the
tracheal lymph nodes (LN) up to day 10. Upon s.c. application, the dermal signal faded at around 15
days after administration but draining inguinal LN retained strong vaccine carrier signals at least till
day 30 after vaccination. Immunohistology and FACS analysis of draining LN showed a strong influx of
CD11b" macrophages and identified CD11b/CD11c double positive myeloid cells as the predominant
vaccine-carrying population. These data suggest that the superiority of the s.c. over the i.n.

vaccination route was determined by extended vaccine retention in draining LN upon s.c. application.

In conclusion VIS imaging can be used to monitor and evaluate the efficacy of new vaccine
candidates as well as the course of M. tuberculosis infection in excised lungs and to characterize

vaccine delivery and biodistribution in the mouse in order to assess immune defense against TB.
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