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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Prionen-Erkrankungen

Prionen-Erkrankungen  oder  Ubertragbare  (transmissible)  spongiforme
Enzephalopathien (TSEs) sind todlich verlaufende neurodegenerative
Erkrankungen beim Menschen und bei Tieren, die durch Prionen (proteinahnliche
infektiose Partikel) verursacht werden. Zu den bekanntesten Krankheitsformen
gehoren die Bovine Spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Rindern, Scrapie bei
Schafen und die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) beim Menschen (Prusiner,
1998). Histologisch findet sich eine Degeneration mit Verlust von Neuronen, eine
Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen, schwammartige (spongiforme)
Veranderungen mit Vakuolen im Nervensystem und eine extra-/intrazellulare
Amyloid-Ablagerung, wie sie auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen,
wie zum Beispiel der Alzheimer Krankheit beschrieben wurden. Auf Grund der
langen Inkubationszeit ging man zunachst davon aus, dass es sich bei dem
infektiosen Agenz der TSEs um ein bisher unbekanntes “unkonventionelles oder
“slow” Virus handelt (Gajdusek, 1977). Allerdings zeigte eine Behandlung von
infektiosen Geweben mit konventionellen Methoden, die sowohl Viren
(Detergenzien, Bestrahlen mit UV-Licht) als auch Bakterien (Autoklavieren bei
120°C) zerstoren, keine Wirkung, da die Infektiositat erhalten blieb (McKinley et
al., 1983; Bellinger-Kawahara et al., 1987a, 1987b; Prusiner, 1987, 1989 und
1991). Desweiteren konnten keine Nukleinsauren isoliert werden, die in
Zusammenhang mit der Erkrankung stehen (Meyer et al., 1991) und bisherige
Veroffentlichungen, in denen von TSE assoziierten Nukleinsauren berichtet wurde,
konnten nicht reproduziert werden (Marx, 1979; Diringer et al., 1988; Manuelidis et
al., 1988 und 1995).

Im infizierten Organismus ist nach einer Infektion weder eine humorale noch eine
zellulare Immunantwort mefRbar. TSEs treten Uberwiegend sporadisch auf, jedoch
sind beim Menschen auch seltene hereditare Formen bekannt und im Vergleich zu
anderen Proteinaggregations-assoziierten Krankheiten sind TSEs Ubertragbar
(Tabelle 1).
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Vorkommen Krankheitsform

Int.

Abkurzung

Referenzen

Mensch Kuru Kuru Zigas et al., 1957
Fatale familare Schlaflosigkeit FFI Lugaresi et al., 1986
(Fatal Familar Insomnia)

Gerstmann-Straussler- GSS Gerstmann, 1928 und
Scheinker Syndrom 1936
Dimitz, 1913

Creutzfeldt-Jakob-Krankheit CJD Creutzfeldt, 1920
(Creutzfeldt-Jakob-Disease), (sCJD) Jakob, 1921
davon sind 4 Formen bekannt (iCJD)

(fCJD)

(vCJD) Will et al., 1996

Tier Traberkankheit der Schafe und Scrapie McGowan, 1732
Ziegen (Scrapie)

Ubertragbare TME Hartsough et al.,
Hirndegeneration der Nerze 1991; Burger et al.,
(Transmissible Mink 1965
Encephalopathy)

Chronisch zehrende Krankheit CWD Williams et al., 1980
der Hirsche (Chronic Wasting

Disease)

Schwammartige BSE Wells et al., 1987
Hirndegeneration der Rinder Jeffrey et al., 1988
und rinderartigen Wiederkauer

(Bovine Spongiform

Encephalopathy)

Schwammartige FSE Wyatt et al., 1990

Hirndegeneration der Katzen
(Feline Spongiform

Encephalopathy)

Tabelle 1: Transmissible Spongiforme Enzephalopathien beim Menschen und bei

Tieren
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1.1.1 Die Prionhypothese und das Prion-Protein

Stanley B. Prusiner stellte 1982 eine Hypothese auf, bei der ein einzelnes Protein
fur die Krankheit verantwortlich gemacht wurde (Prusiner, 1982). Die Hypothese
geht davon aus, dass nur ein einziges Protein oder proteinahnlicher Bestandteil
das infektiose Agens darstellt. In Anlehnung an die Abklrzung seiner Hypothese
(proteinaceous infectious particle) nannte er das infektiose Agens ,Prion*.

Die ,protein only“ Hypothese besagt, dass Prionen teilweise oder vollstandig aus
einer abnormal umgefalteten Isoform des endogenen zellularen Prion-Proteins
(PrP°) bestehen und bei der Infektion im Organismus die Konversion von PrP® zur
pathologischen Form des Prion-Proteins (PrP°) auslésen (Griffith, 1967; Prusiner,
1982). Um nahere Informationen Uber das Prion-Protein zu erhalten, wurde das
Gen, welches fiir PrP® kodiert, identifiziert und genauer untersucht (Abbildung 1)
(Oesch et al., 1985).

Das erste Translationsprodukt des Prion-Protein Gens ist zusammengesetzt aus
250 Aminosauren und beinhaltet zwei Signalsequenzen. Die ersten 22
Aminosauren am N-Terminus kodieren fur ein Signal, welches dafur sorgt, dass
das Protein zum endoplasmatischen Retikulum (ER) transportiert wird, wo es beim
Eintritt in das ER-Lumen abgeschnitten wird. Die zweite Signalsequenz besteht
aus 23 Aminosauren, die sich am C-Terminus befindet und fir einen Glycosyl-
Phosphatidyl-Inositol-Anker (GPI-Anker) kodiert (Stahl et al., 1990). Humanes
PrP® besitzt eine einzelne Disulfidbriicke zwischen Cystein 179 und Cystein 214.
Das Prion-Protein zeigt ein heterogenes Glykosylierungsmuster, das durch den
Anhang von Oligosacchariden an die Amminosauren N181 und N197 entsteht.
Weitere posttranslationelle Prozesse finden im Golgi-Apparat statt; diese
beinhalten die Modifikation der N-gebundenen Oligosaccharide und des GPI-
Ankers. Das Endprodukt ist das Membranprotein PrP® mit einem Molekulargewicht
von 33-35kDa, das an die Zelloberflache transportiert wird. Das Protein ist dort in
,Caveolaren- oder Raft-ahnlichen Domanen® lokalisiert, die reich an Cholesterol
und Sphingolipiden sind (Taraboulos et al., 1995; Vey et al., 1996; Kaneko et al.,
1997).

Es ist bisher unklar welche Rolle PrP® im Zellmetabolismus spielt, aber die
Tatsache, dass das Prnp-Gen hoch konserviert ist und bei zahlreichen Spezies zu
finden ist, konnte fur eine relevante funktionelle Rolle sprechen. Deshalb war es



Einleitung

(iberraschend, dass sich Prnp®°

-Mause vollig normal entwickeln, bis auf kleine
Storungen im circadianen Rhythmus (Bueler et al., 1992, 1993; Prusiner et al.,
1993; Weissmann et al., 1993; Manson et al., 1994, Tobler et al., 1997). Einige
experimentelle Anhaltspunkte lassen vermuten, dass das Prion-Protein eine Rolle
im Kupfer-Metabolismus der Neuronen (Herms et al., 1997) und eine ahnliche
Rolle wie die Superoxiddismutase-1 (SOD-1) bei der Degradation von Radikalen
spielt (Brown et al., 1999). Diese Ergebnisse konnten von anderen Arbeitsgruppen
jedoch nicht bestatigt werden (Hutter et al., 2003). Es wurde mit Hilfe von
biochemischen Methoden nach weiteren Bindungspartnern fir das Prion-Protein
gesucht, um die Funktion zu klaren. Zu den gefundenen Bindungspartnern
gehoren zum Beispiel das gliale saure Faserprotein (GFAP), Bcl-2, molekulare
Chaperone und der 37kDa Laminin-Rezeptor (Oesch et al., 1990; Kurschner et al.,
1995 und 1996; Edenhofer et al., 1996; Rieger et al. 1997).

Biochemische und biophysikalische Studien zeigten, dass PrP® in milden
Detergenzien gereinigt und gelost werden kann. Es besitzt einen hohen
a-helikalen Anteil und mittels NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dass
PrP° drei a-Helices besitzt (Abbildung 2) (Riek et al., 1996; Zahn et al., 2000). Das
zellulare Prion-Protein kann durch Proteaseverdau innerhalb weniger Minuten

komplett abgebaut werden (McKinley et al., 1983) und ist nicht infektios.

Intron | Intron |1l Exon 1l

| | DNA

| 3 mRNA

il L G

posttranslationale Modifikation

Abbildung 1: Aufbau und Organisation des Prion-Protein-Gens in der Maus

Der gesamte offene Leserahmen (ORF) flir das Prion-Protein liegt im Exon lll. Hier ist die
hypothetische Bildung von PrP° aus der =zelluldgren Form PrP® durch eine
posttranslationale Konformationsanderung schematisch dargestellt (nach Prusiner, 1991).
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Abbildung 2: Schematische Struktur des zelluldren Prion-Proteins (PrP°)

PrP® besteht aus einer globuldren Doméne, die drei a-Helices (H1-H3), ein kurzes
antiparalleles B-Faltblatt (rot) und eine Disulfid-Bricke aufweist (Riek et al., 1996). Der
Aminoterminus ist sehr flexibel. Fir Struktur- und Funktionsstudien sind die gezeigten
aminoterminalen Deletionen im Tiermodell untersucht wurden. (Quelle: von Mering)

1.1.2 Umwandlung von PrP®in Prp*°

Es sind bis heute keine Unterschiede in der Primarstruktur von PrP® und PrPS°
gefunden worden. Beide Formen des Prion-Proteins sind chemisch identisch. Es
konnten auch keine Unterschiede in der Aminosauresequenz gefunden werden. In
der pathogenen Form des Prion-Proteins (PrP°°) konnten keine kovalenten
Modifikationen nachgewiesen werden, die es nicht auch bei der zellularen Form
vom PrP gibt (Stahl et al., 1993). Wenn man allerdings PrP aus nicht infektidsen
und hoch infektiosen Material isoliert, unterschieden sich die biophysikalischen
Eigenschaften drastisch voneinander. Wahrend PrPC I8slich ist, eine iberwiegend
a-helikale Sekundarstruktur besitzt und sensitiv gegen den Abbau durch
Proteinase K ist, so ist PrP%° unldslich, hat eine (iberwiegende B-helikale
Sekundarstruktur und ist Proteinase K resistent (Cohen und Prusiner, 1998;
Ironside et al., 1998). Auf Grund dieser biophysikalischen Eigenschaften ist es
maoglich, die zellulare Form von der pathogenen Form des Prion-Proteins zu
unterscheiden.

Da PrP®¢ allein als die infektiose Komponente beschrieben wurde (Prusiner,
1982), wurden zwei Modelle der moglichen Entstehung der pathogenen Form

aufgestellt (Abbildung 3). Beim ersten Modell, dem “Umfaltungsmodell“, geht man
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davon aus, dass sich PrP® teilweise entfaltet und dann unter dem EinfuR von
PrP5¢ riickgefaltet wird. Beide Zustande, normale und falschgefaltene Form,
werden getrennt durch eine aktivierte Energie-Barriere (Prusiner, 1991). Das
zweite Modell, das ,Keimbildungmodell“, geht davon aus, dass sich PrP¢ und
PrP%¢ in einem Gleichgewicht befinden, und dass sich dieses Gleichgewicht
normalerweise zu Gunsten des PrP® ausbildet. PrP®° ist nach dieser Vorstellung
nur dann stabil, wenn es in seltenen Fallen (z.B. bei der Krankheitsentstehung) zur
Bildung von Multimeren kommt, welche von der Zelle nicht mehr abgebaut werden

kénnen (Jarrett und Lansbury, 1993).
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Abbildung 3: Modellvorstellungen firr die Umfaltung von PrP® in Prp*°

Das Umfaltungsmodell postuliert, dass eine spontane Umfaltung durch eine hohe
Aktivierungsenergie sehr selten ist. Nach Infektion mit Prionen kann PrP° jedoch als
Katalysator fur die Prionreplikation fungieren (Prusiner et al., 1989 und 1990).

Beim Keimbildungsmodell wird ein Gleichgewicht zwischen beiden PrP-Formen
angenommen, welches normalerweise auf die Seite von PrP° verlagert ist. Somit ist die
Entstehung von ,Kristallisationskeimen® fiir die Bildung von amyloiden Ablagerungen sehr
selten (Brown et al., 1991; Jarrett und Lansbury, 1993). Die Krankheit kdnnte jedoch aus
einer Infektion resultieren.
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1.1.3 Therapeutische und prophylaktische Ansatze

Im Laufe der letzten Jahre wurden zahlreiche Versuche unternommen, eine
Therapie oder Prophylaxe gegen Prionen-Erkrankungen zu entwickeln. Da die
klinische Erkrankung erst auftritt, wenn neuronale Veranderungen vorliegen, ist es
schwierig diese Schaden mit pharmakologischen Medikamenten zu behandeln.
Ziel vieler Arbeiten ist es deshalb, eine Verlangerung der Inkubationszeit durch
Inhibierung der Akkumulation von PrPS¢ oder der Umfaltung von PrP® in seine
pathogene Form zu erreichen. Es gibt zahlreiche Substanzen, wie Kongo Rot,
polyene Antibiotika, Anthracyclin-Derivate, Porphyrine, Suramin und Beta-
Faltblatt-brechende Peptide, die einen therapeutischen Effekt im Tiermodell oder
in Zellkultur zeigten (Barret et al., 2003; Prusiner und De Armond, 2003). Diese
Effekte resultieren zum einen durch die Stimulation der Endozytose von PrP®
(Pentosan oder Dextran-Sulfat) oder durch die Ruckfiihrung des Proteins in saure
Kompartimente (Suramin). Fur die Ansammlung oder Akkumulation von Prionen in
peripheren Organen ausserhalb des Nervensystems spielen sekundare
lymphatische Organe eine entscheidende Rolle, da sich bei verschiedenen
Prionen-Erkrankungen der Erreger zuerst in den follikuléar dendritsche Zellen
(FDC) der lymphatischen Organe nachweisen lasst, bevor es zu einer Ausbreitung
ins Nervensystem (Neuroinvasion) kommt. Deshalb beschéaftigen sich neuere
Strategien mit einer Postexpositions-Prophylaxe und einer therapeutischen
Intervention nach Infektion, aber vor der eigentlichen Krankheitsentstehung (Hilton
et al.,, 1998; Brown et al., 1999; Hill et al., 1999; Beekes und Mc Bride, 2000;
Mabbot et al., 2000; Montrasio et al., 2000).

Die Rolle des Immunsystems bei Prionenerkrankungen (Klein et al., 1997 und
2001; Mabbot und Bruce, 2001) und Immunisierungsstudien im Maus-Modell
geben einen ersten Ansatzpunkt fUr mogliche Vakzinierungsstrategien gegen
Prioninfektionen (Heppner et al., 2001; Ingram et al., 2001). In Zellkulturen konnte
gezeigt werden, dass durch eine Behandlung mit anti-PrP monoklonalen
Antikdrpern oder rekombinanten Fab-Fragmenten es zu einer Verminderung der
Replikation von Prionen in infizierten Zellen kommt (Enari et al., 2001; Peretz et
al., 2001; Gilch et al., 2003; White et al., 2004). Es ist schwierig eine humorale
Immunantwort gegen PrP® oder PrPS° durch eine aktive Immunisierung zu

induzieren, da es sich bei PrP® um ein ubiquitidr vorkommendes, endogenes
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Protein handelt und eine Toleranz besteht. Das ist nicht der Fall, wenn die
Immunisierung in PrP defizienten Tieren oder mit einem Spezies-fremden Prion-
Protein als Immunogen durchgefuhrt wird (Prusiner et al., 1993; Williamson et al.,
1996).

1.2 Das Immunsystem

Das Immunsystem ermoglicht einem Organismus, auf verschiedenste Pathogene
wie Viren, Bakterien und Parasiten zu reagieren, und diese zu bekampfen. Es
kann zwischen korperfremd und korpereigen unterscheiden und darauf entweder
mit einer Immunantwort oder Toleranz reagieren. Man unterscheidet bei
Saugetieren zwischen der “erworbenen® und der “angeborenen® Immunantwort.
Alle Zellen des Immunsystems stammen von denselben Vorlauferzellen ab — den
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark.

Zu den Zellen, die fur die angeborene Immunantwort wichtig sind, gehoéren die
Granulozyten und die Makrophagen. Makrophagen und Granulozyten sind in der
Lage Mikroorganismen zu phagozytieren und abzutdten, ohne sie spezifisch
erkennen zu mussen. Bei den Granulozyten unterscheidet man zwischen
neutrophilen, eosinophilen und basophilen. Die neutrophilen Granulozyten sind
neben der Fahigkeit zur Phagozytose, auch in der Lage Entzindungsmediatoren
freizusetzen. Eosinophile Granulozyten scheinen bei parasitaren Infektionen eine
entscheidende Rolle zu spielen. Die Funktion der basophilen Granulozyten ist
weitgehend unklar.

Eine weitere Zelllinie, die zum angeborenen Immunsystem gehort, ist die
naturliche Killerzelle (NK-Zelle). Diese Zellen stammen von einer lymphatischen
Vorlauferzelle ab. Sie besitzen zytotoxische Granula und spielen eine
entscheidende Rolle bei der Erkennung und Abtétung von anormalen Zellen
(Tumorzellen oder virusinfizierte Zellen).

Der frihen angeborenen Immunantwort liegt ein unveranderliches Rezeptorprofil
zugrunde. Diese Rezeptoren erkennen nur allgemein vorkommende Merkmale
von Pathogenen, deshalb kann dieses Abwehrsystem leicht iberwunden werden.
Desweiteren sind die Zellen der angeborenen Immunantwort nicht in der Lage, ein

immunologisches Gedachtnis zu entwickeln.
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Bei der “erworbenen® Immunitat handelt es sich um eine spezifische Antwort auf
ein bestimmtes Antigen. Die Zellen dieser Immunantwort, Lymphozyten, gehen
ebenfalls aus einer gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzelle hervor. Die
Lymphozyten werden in zwei Hauptgruppen unterteilt, in die B-Lymphozyten oder
B-Zellen und in die T-Lymphozyten oder T-Zellen. Die B-Lymphozyten reifen im
Knochenmark heran. Die T-Zellen entwickeln sich im Thymus. T-Zellen werden in
zwei Klassen unterteilt, von denen die eine nach Aktivierung zur zytotoxischen
T-Zelle (CTL) wird, wohingegen die andere Helferfunktionen (Th-Zelle) tbernimmt
und andere Zellen des Immunsystems aktiviert. Lymphozyten zirkulieren nach
ihrer Reifung im Blut und gelangen so zu den lymphatischen Organen. In den
peripheren lymphatischen Geweben kann es zur spezifischen Immunantwort
kommen, wenn die Lymphozyten auf ihr Antigen treffen, dass durch eine
Antigen-prasentierende-Zelle (APC) dargeboten wird. Jede T-Zelle reagiert
spezifisch auf nur ein Antigen mit Proliferation und Differenzierung. Auch die B-
Zellen konnen nach spezifischer Stimulation proliferieren und sich zu
antikorperfreisetzenden Zellen ausdifferenzieren. Damit bei erneutem Kontakt mit
dem Pathogen eine schnellere Immunantwort eingeleitet werden kann,

differenzieren einige der proliferierenden Lymphozyten zu Gedachtniszellen.

1.2.1 Zellvermittelte Immunantwort

Der zellvermittelten Immunantwort liegt eine direkte Wechselwirkung zwischen
T-Lymphozyten und Antigen-prasentierenden-Zellen zugrunde. Die beiden
Gruppen der T-Lymphozyten lassen sich durch ihre Oberflachenantigene
unterscheiden. Zytotoxische T-Zellen tragen auf ihrer Oberflache das CDS8-
Molekul, Helferzellen oder Th-Zellen exprimieren das CD4-Molekul auf ihrer
Zelloberflache (Parnes, 1989).

Die T-Helferzellen lassen sich in zwei weitere Gruppen unterteilen; die Th1-Zellen
und die Th2-Zellen. Th1-Zellen sind fur die Bekampfung von intrazellularen
Bakterien und Viren verantwortlich, indem sie durch Freisetzung von Zytokinen
Makrophagen an den Infektionsherd locken. Die Th2-Zellen sind fir die Zerstérung
extrazellularer Erreger, und Aktivierung von B-Zellen verantwortlich (Mosmann
und Coffman, 1989; Seder und Paul, 1994; Bliss et al., 1996).
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1.2.2 Humorale Immunantwort

Fir die humorale Immunantwort sind B-Lymphozyten verantwortlich. Diese
werden durch Antigene und den Kontakt mit antigenspezifischen T-Helferzellen
aktiviert. B-Zellen nehmen das Antigen auf und prasentieren Peptidfragmente Uber
den MHC-Klasse-IlI-Komplex den Helferzellen. Die Stimulation der B-Zelle erfolgt
durch eine Wechselwirkung ihres auf der Oberflache befindlichen CD40-Molekiils
mit dem CD40-Liganden auf der T-Zelle. Desweiteren haben spezifisch
sezernierte Zytokine und Wechselwirkungen anderer Ligandenpaare aus der
Tumor-Nekrose-Faktor-(TNF)/TNF-Rezeptor-Familie einen Einfluss auf die
Aktivierung von B-Zellen. Die T-Helferzellen induzieren die Proliferation der
B-Zellen und die Differenzierung zu antikdrpersezernierenden Plasmazellen oder

B-Gedachtniszellen.

1.2.3 Toleranz

In der Immunologie versteht man unter Toleranz samtliche Phanomene, die daflr
sorgen das Reaktionen gegen korpereigene Strukturen verhindert werden. Man
unterscheidet hierbei zwischen zentraler und peripherer Toleranz. Beide

Mechanismen erganzen sich gegenseitig.

1.2.3.1 Zentrale Toleranz

Die zentrale Toleranz wird in den primaren lymphatischen Organen vermittelt, im
Thymus flr T-Lymphozyten und im Knochenmark fir B-Lymphozyten. Zentrale
Toleranz wird im Thymus durch negative Selektion, die Induktion von Anergie und
die Induktion regulatorischer T-Zellen vermittelt. Durch die negative Selektion
werden T-Zellen, die mit hoher Affinitat an kdrpereigene Peptide binden wirden,
aus dem Repertoire entfernt (Kappler et al., 1987; Kisielow et al., 1988; Sprent et
al.,, 1988). Damit mdglichst viele autoreaktive Thymozyten eliminiert werden
konnen, mussen im Thymus viele, im Korper auftretende Antigene, standig
prasentiert werden. Die Ubrigen Thymozyten sterben durch Apoptose. Bei der
Anergie, wird ein spezifisches Antigen von naiven T-Zellen erkannt ohne das eine
Kostimulation erfolgt, so werden diese Zellen inaktiviert und verfallen in den

Zustand der Anergie. Anergische T-Zellen konnen kein Interleukin-2 (IL-2) mehr
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synthetisieren. Dadurch wird die T-Zelle beim Zusammentreffen mit dem Antigen
daran gehindert zu proliferieren und sich zur Effektorzelle zu entwickeln. Die
Anergie tragt also zur Toleranz der T-Zellen gegen korpereigene Gewebeantigene
bei. Die regulatorischen T-Zellen kdnnen bei erneuter Begegnung mit dem Antigen
aktiv antigenspezifische Reaktionen unterdriicken. Bei der Stimulation mit dem
Antigen kommt es zur Ausschuttung von Interleukin 4 (IL-4), Interleukin 10 (IL-10)
und Tumor-Wachstums-Faktor § (TGF-B). Das Zytokinsekretionsmuster hemmt die
Entwicklung der Th1-Reaktionen und ist mit geringen Antikdrpermengen
verbunden. Desweiteren gibt es keine T-Zell-Reaktionen (Janeway und Travers,
2002)

1.2.3.2 Periphere Toleranz

Es koénnen jedoch trotz dieses umfangreichen Selektionsmechanismuses
autoreaktive T-Zellen in der Peripherie gefunden werden, da einige
gewebsspezifische Autoantigene nicht von Thymus-Epithelzellen exprimiert
werden kénnen. Diese T-Zellen missen nun in der Peripherie kontrolliert werden
(periphere Toleranz).

Hierbei unterscheidet man zwei Mechanismen. Zum einen die klonale Deletion
und zum anderen Anergie. Unter klonaler Deletion versteht man die Eliminierung
unreifer Lymphozyten, die koérpereigene Antigene erkennen. Bei der Anergie
handelt es sich um ein temporares oder anhaltendes Abschalten der
Effektorfunktionen einer T-Zelle. Die Aktivierung einer naiven T-Zelle erfolgt Uber
zwei Signale, die von einer APC ausgehen mussen. Hierfur ist zum einen der
Kontakt des T-Zell-Rezeptors mit dem auf der APC prasentierten Peptid-MHC-
Komplex erforderlich und zum anderen muss der costimulatorische Rezeptor
CD28 auf der Oberflache der naiven Zelle durch die Bindung an B7 auf der APC
aktiviert werden (Allison und Krummel, 1995; Howland et al., 2000). Da
gewohnliche Gewebszellen zwar den Peptid-MHC-Klasse-I-Komplex besitzen,
allerdings nicht das B7 Oberflachenmolekul exprimieren, erhalt die T-Zelle nur ein
Aktivierungssignal. Durch das Ausbleiben des costimulatorischen CD28-B7
Signals kommt es zu einer unvollstandigen T-Zell-Aktivierung und zu Anergie oder

Deletion der entsprechenden T-Zelle.
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1.2.4 Thl1l-/Th2-Antwort

Als erster zeigte Mosmann et al. (1986), dass Th-Zellen anhand der von ihnen
produzierten Zytokine in zwei Gruppen eingeteilt werden kénnen. Er definierte
Th1-Zellen als Interleukin 2 (IL-2), Interferon gamma (IFNy), GM-CSF und
Interleukin 3 (IL-3) produzierende und Th2 als IL-4, Interleukin 5 (IL-5) und
Interleukin 13 (IL-13) produzierende Zellen (Kelso und Gough, 1988). Es wurden
seitdem viele Zytokine den einzelnen Subpopulationen zugeordnet. Aktuell gilt
IFNy als das Th1-definierende und IL-4 als das Th2-definierende Zytokin. IL-5 und
IL-13 werden ebenfalls fast ausschlielBlich von Th2-Zellen produziert. Es wurde
jedoch vielfach gezeigt, dass sowohl IL-2 als auch IL-10 von beiden T-Zelltypen
exprimiert werden konnen und es gibt auch noch andere Zytokine, die nicht
eindeutig zugeordnet werden konnen (Mosmann und Coffman, 1989).

Th1- und Th2-Zellen kénnen den Ausgang einer Immunantwort entscheidend
beeinflussen, da sie auf unterschiedliche Art und Weise in das Immunsystem
eingreifen. Durch die Sekretion von Th1-Zytokinen wird die zellulare und
inflammatorische Immunreaktion phagozytischer Zellen verstarkt. IFNy induziert in
Makrophagen die Produktion von IL-12, dem proinflammatorischen Zytokin
Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und die Synthese von Stickstoffmonoxid,
welches der effektiven Bekampfung von intrazellularen Parasiten dient (Snapper
und Paul, 1987; Anggard, 1994). Makrophagen, die durch IFNy aktiviert wurden,
exprimieren  verstarkt MHC-Klasse-ll, was ihnen eine verbesserte
Antigenprasentation ermoglicht. Durch die gleichzeitige Ausschuttung von
Interleukin 12 (IL-12) wird eine Th1-Polarisierung verstarkt, so dass sowohl
Inflammation, als auch Th1-Polarisierung weiter fortschreiten kann (Seder et al.,
1993). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch IFNy ein Isotypenwechsel auf
B-Zellen von Immunglobulinen der Klasse M (IgM) zur Subklasse 2a der
Immunglobulinklasse G (IgG2a) kontrolliert werden kann, was bedeutet, dass Th1-
Zellen die 1gG2a Synthese induzieren (Finkelman et al., 1990). IgG2a hat eine
wichtige Funktion bei der Komplementbindung, Opsonierung und Bindung an
hochaffine Fcy-Rezeptoren zum phagozytischen Abbau von extrazellularen
Pathogenen.

Zytokine, die von Th2-Zellen produziert werden, induzieren eine humorale

Immunreaktion (Stevens et al., 1988). Diese zeichnet sich durch die Rekrutierung
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von Mastzellen und Eosinophilen und die Aktivierung von B-Zellen und damit die
Produktion von Antikorpern aus. Die Th2-Antwort spielt eine zentrale Rolle bei der
Neutralisierung von Toxinen durch Antikdrper und bei der Abwehr von
extrazellularen Erregern. Das von den Th2-Zellen produzierte IL-4 ist ein sehr
potenter Stimulus von B-Zellen und kontrolliert den Antikérperklassenwechsel zu
den Isotypen IgG1 (Maus), IgG4 (Mensch) und IgE (Snapper und Paul, 1987;
Swain et al., 1990). Th2-Zellen verstarken die Produktion dieser Antikorper. Die
Typ 2 Zytokine spielen auf Grund ihrer anti-inflammatorischen Eigenschaften eine
grolle Rolle bei der Begrenzung potentiell gefahrlicher, Th1-dominierter
Immunreaktionen. So wirken IL-4 und IL-10 der IFNy induzierten
Makrophagenaktivierung entgegen. Zusatzlich wirkt IL-4 direkt inhibitorisch auf die

Th1-Differenzierung (Powrie und Coffman, 1993).

1.3 Proteinimmunisierung

Die Immunisierung mit rekombinanten Proteinen konnte schon im Menschen
erfolgreich durchgefihrt werden zum Beispiel bei der Hepatitis B und E. Durch die
Proteinimmunisierung wird eine MHC-Klasse-Il Immunantwort ausgelost, da
Proteine in der Lage sind, T-Lymphozyten zu aktivieren, die an der Induktion der
meisten Antikdrperreaktionen mitwirken. Die Aktivierung des MHC-Klasse-Il
Weges kommt durch den Abbau des Proteins zu Peptiden, die an MHC-Molekile
der Klasse Il binden, zustande. Der Peptid-MHC-Komplex kann von T-Zellen
erkannt werden und es kommt somit zur Auslosung einer Immunantwort. Durch
die Immunisierung mit rekombinanten Proteinen kann keine MHC-Klasse-|
Immunantwort ausgelést werden und somit erfolgt keine Induktion der
zytotoxischen T-Zellen.

Da gereinigte Proteine nicht immer sehr immunogen sind, werden sie zusammen
mit einem Adjuvants verabreicht, um eine Immunreaktion auszulésen. Diese
Adjuvantien gehen mit dem Immunogen keine stabile Bindung ein, konnen
allerdings die Immunogenitat der Proteine auf zwei Weisen verstarken. Diese
Hilfsstoffe konnen I6sliche Proteinantigene in partikulares Material umwandeln und
so die Aufnahme durch antigenprasentierende Zellen (Makrophagen)
beschleunigen. Dies geschieht etwa durch die Emulsion in mineralischem Ol.

Wenn das Adjuvants Bakterien oder deren Produkte (CpG-Motive) enthalt, kann

13



Einleitung

es ebenfalls zur Erhéhung der Immunogenitdt kommen. Durch die bakteriellen
Zusatze in den Adjuvantien kann die Produktion von Zytokinen der Th1-Antwort
(TNFa und IFNy) induziert werden, die einen Einfluss auf die Verstarkung der

Immunantwort haben.

1.4 DNA-Immunisierung

Im Jahr 1990 berichteten erstmals Wissenschaftler, dass die intramuskulare
Injektion von gereinigter bakterieller Plasmid-DNA, die fur ein fremdes Protein
kodiert, in Muskelzellen der Mause zur Expression dieses Proteins fuhrt (Wolff et
al., 1990). Durch diese Beobachtung wurden neue Mdglichkeiten der Gentherapie
und Impfstoffentwicklung eroffnet. Es konnte gezeigt werden, dass durch die
Injektion von “nackter DNA sowohl eine zellulare als auch eine humorale
Immunantwort ausgelost werden kann, die sogar zu einem Schutz vor
nachfolgenden Infektionen mit diesem Antigen fuhren kann (Tang et al., 1992;
Robinson et al., 1993; Ulmer et al., 1993).

Die DNA-Immunisierung hat den groRen Vorteil, dass das Antigen intrazellular
produziert wird und somit direkt in den MHC-Klasse-l Weg gelangen kann. Somit
konnen Gefahren, die bei Lebendimpfstoff-lmmunisierungen auftreten, umgangen
werden, aber dennoch zytotoxische T-Zellen induziert werden. Desweiteren
besteht ein grolRer Vorteil in der Herstellung und Lagerung der DNA im Vergleich
zu Proteinimpfstoffen oder Impfviren. DNA-Immunisierungen wurden vielfach bei
verschiedenen Krankheitsmodellen erfolgreich getestet (Michel et al., 1995;
Fensterle et al., 1999; Hwang et al., 1999).

1.4.1 DNA-Vakzine-Vektor

Der DNA-Impfstoff besteht aus einem fremden Antigen, einem “gene of interest",
das in ein eukaryotisches Expressionsvektorsystem insertiert wird. An dieses
Vektorsystem werden bestimmte Anforderungen gestellt. Zum einem sollte der
Vektor einen Replikationsursprung fir das Wachstum in Bakterien besitzen.
Desweiteren muss ein Antibiotika-Resistenz-Gen zur Plasmidselektion, ein starker
Promotor fur eine optimale Expression des Proteins in Saugerzellen (z.B. CMV-

Promotor oder SV40-Promotor) und eine Polyadenylierungs-Sequenz zur
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Stabilisierung der mRNA-Transkripte (z.B. vom bovinen Wachstumshormon BGH
oder SV40) (Gurunathan et al.,, 2000) vorhanden sein. Zusatzlich zu den
genannten  Bausteinen des  Vakzine-Vektors, gibt es  spezifische
Nukleotidsequenzen, die eine wichtige Rolle bei der Immunogenitat der Vakzine
spielen. Es handelt sich dabei um unmethylierte Cytosin-Guanosin-Dinukleotide
(CpG-Motive), die in prokaryotischer DNA etwa 20mal haufiger vorkommen als in
eukaryotischer DNA. Diese Motive sind in der Lage direkt B-Zellen zu aktivieren
(Krieg et al.,, 1995). Desweiteren induzieren sie die Zytokinsekretion von
professionellen Antigen-prasentierenden-Zellen (Klinman et al., 1996; Stacey et
al., 1996; Jakob et al., 1998) und NK-Zellen (Cowdery et al., 1996). Aulierdem

werden auch T-Zellen indirekt von CpG-Motiven stimuliert (Bendigs et al., 1999).

1.4.2 Strategien zum Toleranzbruch

Es sind in den letzten Jahren viele Strategien entwickelt worden, um
immunologische Toleranz zu induzieren oder zu brechen. Toleranzbruch spielt
eine wichtige Rolle in der Tumorforschung. Haufig kann keine Immunantwort
gegen einen Tumor ausgebildet werden, da Tumorzellen sich aus kdrpereigenem
Gewebe entwickeln und somit Selbstantigene auf der Zelloberflache tragen, die
von T-Zellen toleriert werden. Wichtigstes Ziel ist es daher, eine Immunantwort
gegen korpereigene Antigene zu induzieren (Ohashi und DeFranco, 2002).

Far die Aktivierung von naiven T-Zellen ist eine Wechselwirkung mit Zellen, die
sowohl den geeigneten Peptid-MHC-Komplex als auch kostimulatorische Molekdile
tragen, erforderlich. Das bedeutet, dass immunologische Toleranz immer dann
entsteht, wenn Antigen-prasentierende-Zellen (APCs) fehlen, um eine
Immunantwort auszulésen oder T-Helfer-Zellen fehlen, die eine Immunantwort
entsprechend verstarken kdnnen. Ohne eine vollstandige Kostimulierung fuhrt die
spezifische Antigenerkennung zur Anergie oder zur Zerstérung der reifen T-Zellen.
Eine mogliche Variante, um die Toleranz zu brechen, ist die Beladung von APCs
(z.B. dendritische Zellen) mit dem Antigen (Hsu et al., 1996; Prasad et al., 2005).
Weitere Schritte sind die Verwendung von Adjuvantien, um APCs zu aktivieren
(Sykes und Mapara, 2004) oder die Immunisierung mit Antigen und spezifischen
Epitopen, die speziell Th-Zellen induzieren konnen (Hertz et al., 2001). Die

Verstarkung der Immunogenitat von Tumoren durch das Einschleusen von Genen,
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die fur kostimulierende Molekile oder Zytokine kodieren, ist ein
vielversprechender Ansatz in der Krebstherapie. Durch die kostimulierenden
Molekule (z.B. B7) konnen tumorspezifische naive T-Zellen aktiviert werden und
sich zu Effektorzellen umwandeln, um so den Tumor abzustolRen. Durch die
Expression von Zytokinen (z.B. der Granulozyten-Makrophagen-
koloniestimulierende Faktor (GM-CSF)) in den Tumorzellen sollen APCs angelockt
werden, um so eine Immunantwort gegen den Tumor auszulésen (Chu et al.,
2005).

1.4.3 Th1-/Th2-Polarisierung durch DNA-Immunisierung

Zwei Mechanismen, die einen besonderen Einfluss auf die Th-Zelldifferenzierung
haben sind zum einen die immunstimulatorische Wirkung von bakterieller DNA
(CpG-Motive) und zum anderen die Immunisierungsroute.

CpG-Sequenzen verstarken nicht nur die Immunreaktion nach
DNA-Immunisierungen, sondern wirken auch indirekt polarisierend auf die
Th1-Antwort (Leclerc et al., 1997; Krieg et al., 2002). Es wurde bereits gezeigt,
dass durch den Einsatz von CpG-ODN eine vorhandene Th2-Antwort in eine
Th1-Immunantwort umgewandelt werden konnte (Chu et al., 2000).

Das Th-Zellprofii kann ebenfalls durch die Applikationsroute der DNA-
Immunisierung beeinflusst werden (Pertmer et al., 1996). Bei der intramuskularen
Injektion wird meist eine Th1-Antwort induziert mit einem erhdhtem I1gG2a:lgG1
Verhaltnis im Serum und vermehrter IFNy Produktion durch Lymphozyten. Die
intradermale Applikationroute fluhrt dagegen eher zu einer balanzierten
Th1-/Th2-Antwort (Pertmer et al., 1996; Robinson, 1996; Cardoso et al., 1998).
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Einleitung

1.5 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, die humorale und zellulare Immunantwort nach
Immunisierung gegen das Prion-Protein zu untersuchen. Hierzu sollte mit
unterschiedlichen Immunisierungsstrategien versucht werden, die Toleranz gegen
das korpereigene Prion-Protein zu brechen. Um die Effektivitat der jeweiligen
Immunsisierung zu untersuchen, wurde die Vakzinierung nicht nur in Prnp™*-

Méausen (C57BL/6-Mause), sondern auch in Prnp®°

-Tieren durchgefuhrt, die kein
Prion-Protein besitzen.

Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

- Ist es moglich durch Verwendung unterschiedlicher Adjuvantien bei
Proteinimmunisierung gegen das Prion-Protein eine zellulare und humorale

+/+

Immunantwort in Prnp™"-Mausen zu induzieren?

- Kann durch DNA-Immunisierung mit einem Plasmid, das das Prion-Protein
exprimiert, eine zelluldre und humorale Immunantwort in Prnp**-Mausen
induziert werden, und kann dieser Effekt durch das zusatzliche Einbringen
eines T-Helfer-Epitops des Tetanustoxins verstarkt werden?

- Ist es moglich die Inkubationszeit der TSE in Mausen nach einer

Kombinationsimmunisierung mit DNA und Protein zu verlangern?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Material und Gerate

Autoklav
Bakterienkulturschuttler
Blot Filterpapier
Computer

Digitale Kamera
Eismaschine
Elektrophoresekammern
FACS

Feinwaage
Fluoreszenzmikroskop
Gefrierschranke
Graphitblottingkammern
Harvester

Heizblock

Inkubatoren

Kapillarsequenzierer

Klhlschranke
Laborwaage
Magnetruhrer

Mikrotom

Material und Methoden

Munchner Medizin
Certomat, Braun
Schleicher & Schuell
Mac OS X; PC
Diagnostic Instruments
Scotsman
Hauswerkstatt

FACS Calibur, Becton-Dickinson
Satorius

Leica

Bosch electronic
Hauswerkstatt

Perkin Elmer
Eppendorf

Heraeus

ABI Prism 310, Perkin Elmer

ABI Prism 3100, PE Applied Biosystems

Bosch
Sartorius
lkamag®RH

Leica
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Mikrowellenherd

Neubauer Zahlkammer
Nitrocellulose/PVDF Membran
pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Plastikmaterial

Kuvetten
Roéntgenfilme
Scintilator

Sonifier (Ultraschall)
Spektralphotometer
Sterilbank
Thermocycler
UV-Handlampe
UV-Leuchttisch/Videodrucker
Vortexer
Wasserbader
Wippe

Zentrifugen
Tischzentrifuge
Zellkulturzentrifuge

Groldzentrifuge

Severin

Marienfeld

Schleicher & Schuell; Roth
Denver Instrument

Gilson, Eppendorf

Gilson

Costar, Eppendorf, Falcon, Greiner,
Nunc, Roth

Eppendorf

Amersham Biosciences
Perkin Elmer

Branson

Ultrospec lIl, Pharmacia
Nuaire™

Eppendorf

Bachofer

MWG und Mitsubishi
Heidolph

GFL

Heidolph

Kendro

Eppendorf

Hettich

Sorvall (SLC-6000, SLC-3000 und SLC-

1500)
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Material und Methoden

2.1.2 Chemikalien

Die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen
bezogen: Applichem, Darmstadt; Merck, Darmstadt; Sigma, Deisenhofen; Roth,

Karlsruhe und werden nicht einzeln aufgelistet.

2.1.3 Radiochemikalien
[Methyl-3H]-Thymidin (1mCi/ml)

2.1.4 Enzyme

CIAP (calf intestinale alkaline MBI Fermentas

phosphatase)

Klenow-Polymerase MBI Fermentas

Proteinase K Roche

Pfu-Polymerase Stratagene

Restriktionsenzyme MBI Fermentas; New England Biolabs

T4 DNA-Ligase MBI Fermentas

T4 Polynukleotidkinase MBI Fermentas

Taqg-Polymerase Promega

2.1.5 Kits

ABI Prism Big Dye Kit PCR Sequenzierung PE Applied
Biosystems

Dye Ex Kit Sequenzierprobenaufreinigung Qiagen

ECL Western Blot Immunoblot Entwicklung Perbio Science

Detection Kit

Gelextraktionskit Gelextraktion Qiagen

Plasmid Megaprep Kit Plasmidpraparation Qiagen

Plasmid Miniprep Kit Plasmidpraparation Qiagen
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Material und Methoden

Substrat AEC Entwicklung der Schnitte DCS

Nachweissystem Link GFAP Farbung DCS

und Label

CBA Flex Set System Bestimmung der Zytokine im BD Biosciences
Uberstand

2.1.6 GroRen-/ LAngenstandards

Nukleinsdureldngenstandards

A-Hindlll Marker MBI-Fermentas
1kB DNA Ladder MBI-Fermetas
100bp DNA Ladder MBI-Fermentas

ProteingrofRenstandard

MagicMark ™ XP Invitrogen

2.1.7 Antibiotika

Ampicillin Sigma
Penicillin Grinenthal
Streptomycin Fatol Arzneimittel

2.1.8 Bakterienstamme

E. Coli DH5a Arbeitsgruppe Prof. Dr. A. Rethwilm
(Transformation v. Ligationsprodukten)
E. Coli JM109 Arbeitsgruppe Prof. Dr. A. Rethwilm

(Schnelltransformation von Plasmiden)

2.1.9 Zelllinien

293T Humane embryonale Nierenzelllinie, die
das SV-40 T-Antigen exprimiert
N2a Murine Neuroblastoma Zelllinie
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Material und Methoden

ScN2a Scrapie-infizierte N2a Zelllinie
A3 N2a Zelllinie, die PrP°© Uberexprimiert

2.1.10 Puffer, Medien und L6ésungen

2.1.10.1 Bakterienkultur

5x LB Medium LB Broth Base 100g
in 1000ml H.0,

autoklavieren

LB Agar LB Agar 20g
in 1000ml H20,

autoklavieren
Nach dem autoklavieren wird das Medium auf 60°C abgekuhlt bevor das jeweilige

Antibiotikum zugegeben werden kann und die Agarplatten gegossen werden

konnen.

2.1.10.2 Loésungen zur Analyse und Klonierung von DNA

50x TAE Tris pH 8,0 2M
Konz. Essigsaure 571%
EDTA pH 8,0 50mM

6x DNA Probenpuffer Bromphenolblau 0,25%
Xylencyanol 0,25%
Glycerin 30%

3M Natriumacetat Natriumacetat 3M

pH 5,2 mit konz. Essigsaure

einstellen, autoklavieren
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Plasmidpréparation
Qiagen Puffer P1

(Resuspensionspuffer)

Plasmidpréparation
Qiagen Puffer P2
(Lyse-Puffer)

Plasmidpréaparation
Qiagen Puffer P3
(Neutralisations-Puffer)

Plasmidpréaparation
Qiagen Puffer QBT
(Aquilibrierungs-Puffer)

Plasmidpréparation
Qiagen Puffer QC
(Wasch-Puffer)

Plasmidpréparation
Qiagen Puffer QF

(Elutions-Puffer)

1M KOH

1 M Tris-HCI pH 7,5

Material und Methoden

Tris-HCI pH 8,0
EDTA
RNase A

NaOH
SDS

Kaliumacetat pH 5,5

NaCL

MOPS pH 7,0
Isopropanol
Triton X 100

NacCl
MOPS pH 7,0

Isopropanol

NacCl
Tris-HCI pH 8,5

Isopropanol

KOH

KOH Platzchen in H,O l6sen

Tris
pH 7,5 mit konz. HCI

einstellen

23

50mM
10mM
100pg/mi

200mM
1%

3M

750mM

50mM
15%

0,15%

1™
50mM
15 %
1,25M
50mM

15%

™

1™
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2.1.10.3 Puffer und Losungen fur proteinbiochemische Methoden

RIPA-Puffer Tris-HCl pH 7,5 20mM
NaCl 300mM
Natrium-Deoxycholat 1%
Triton X-100 1%
SDS 0,1%

Lagerung bei 4°C

Lysispuffer fur Zelllysate = Tris-HCI 50 mM
Desoxycholatsaure 0,5%
NP40 0,5%
NaCl 100mM
2x Probenpuffer fur Tris-HCI pH 6,8 125mM
Proteinproben SDS 4%
Glycerin 20%
B-Mercaptoethanol 10%
Bromphenolblau 0,1%
Tricine Gel-Puffer Tris-HCI pH 8,45 3M
SDS 0,3%
Lauf-Puffer fur Fertiggele  SDS 10g
(11 Tris 30,39
Glycin 144,1g
10x Anodenpuffer Tris-HCI pH 8,9 2M
5x Kathodenpuffer Tris 500mM
Tricine 500mM
SDS 0,5%
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Blot-Puffer (semi dry)

Blot-Puffer (wet)
(11)

PBS Tween (PBST)

TBST

2.1.10.4 Zellkultur
MEM

(Minimal Essential
Medium, Gibco)

DMEM
(Dulbeccos Modified

Eagle Medium; Gibco)

RPMI (Gibco)

Lysispuffer

Material und Methoden

Tris
Glycin
SDS
Methanol

Glycin
Tris
SDS

PBS mit

Tween 20

Tris-HCI pH 7,4
KCI

NaCl

Tween 20

FCS (Biochrom AG)

Penicillin/Streptomycin

FCS (Biochrom AG)

Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640

FCS oder Mausserum

Tris-HCL pH 7,5
NaCl
NP40

Sodium Deoxycholate

25

50mM
40mM
0,037%
20%

144g
30g
7,59

0,5%

25mM
1TmM

150mM
0,1%

10%
120mg/l

10%
120mg/l

10% oder 3%

50mM
150mM
1%
0,1%



Material und Methoden

2.1.10.5 Puffer und Losungen fiur zellbiologische Methoden

2x HBS

2M CaCl,

Natriumbutyrat

FACS-Puffer

Cytofix/Cytoperm-Puffer
und Perm/Wash-Puffer

Hepes, pH 7,05 50mM
KCI 10mM
Dextrose 12mM
NaCl 280mM
Na;HPO4 1,5ml

3 Aliquots mit pH 7,0, 7,05 und 7,1 herstellen,
0,2 um steril filtrieren, Effizienz testen, bei -20°C

lagern

CacCl; (Sigma, cell culture grade) 2M
0,22 um sterilfiltrieren, bei -20°C lagern

PBS mit
Natriumbutyrat 500mM

0,22 um sterilfiltrieren, bei 4°C lagern

PBS

FCS

EDTA pH 8,0

Natriumazid 0,1%

BD Pharmingen

2.1.10.6 Standardlésungen und Puffer

PBS

NaCl 137mM
KCI 2,7mM
NayHPO,4 4,3mM
KH,PO4 1,4mM
CaCl; 1,5mM
MgCl, TmM

26



PBS-

TE pH 8,0

Citratpuffer

2.1.11 AntikoOrper

Material und Methoden

NaCl

KCI
Na;HPO,4
KH,PO4

Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0

Citronensaure
Monohydrat
NaOH

pH 6,0 (2,51)

Antikorper fur DurchfluRzytometrie

Antikorper
Ratte Anti-Maus CD4(L3T4)-Cy

Ratte Anti-Maus CD4(L3T4)-PE
Ratte Anti-Maus CD8(Ly2)-Cy
Ratte Anti-Maus IL-2-PE

Ratte Anti-Maus TNFa-PE
Ratte Anti-Maus IFNy-PE

Ratte Anti-Maus IL-10-PE
Ratte Anti-Maus IL-4-PE

Ratte Anti-Maus IL-5-PE

Ratte 1IgG1 Isotypkontrolle

Ziege Anti-Maus IgG-FITC

Klon
RM4-5

H129.19

53-6.7

JeS6-5H4

MP6-XT22

XMG1.2

JES5-16E3

11B11

TRFK4

R3-34
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137mM
2,7mM
4,3mM
1,4mM

10mM
1TmM

10,69
o9

Hersteller

Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen

Dianova
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Sonstige Antikorper

Anti Maus 1gG 1-HRP Zymed

Anti Maus 1gG 2a-HRP Zymed

Anti Maus IgM-HRP Zymed

Anti Maus Ig gesamt-HRP Dako

CD28 Pharmingen
Anti CD3e Pharmingen
GFAP Dako
Nachweissystem Link und Label DCS

Anti Maus PrP IgG1 (6H4) Prionics

2.1.12 Scrapie Erregerstamm Rocky-Mountain-Laboratory (RML)

FUr die Inokulationsstudien wurde der Erregerstamm RML genutzt. Von diesem
Stamm ist sowohl die klinische Symptomatik, die Inkubationszeit, das
histopathologische Lasionsprofil als auch das PrP°-Glykosylierungsmuster
bekannt. RML ist ein Maus-adaptiertes Scrapie-Isolat (Chandler, 1961) und in
CD-1 Mausen passagiert. Es wurde ein 10%iges Hirnhomogenat von diesen
Mausen in 0,32M Sucrose hergestellt. Der Uberstand nach Zentrifugation bei
2000upm fur 20 Minuten wurde bei -20°C weggefroren.

2.1.13 CpG-ODN Sequenzen
Die CpG-ODN Sequenzen wurden phosphothioatmodifiziert bei MWG (Ebersberg)

bestellt. Die Oligodinukleotide wurden in sterilem doppelt destilliertem Wasser
gelost und bei 4°C aufbewahrt. Es wurden unterschiedliche CpG-ODN als
Adjunvantien genutzt. CpG-1668 mit einer immunstimulativen Sequenz und

CpG-1826, welches zwei immunstimulatorische Motive besitzt.

CpG-1668 5’-tcc atg acg ttc ctg atg ct-3’
CpG-1826 5’-tcc atg acg ttc ctg acg tt-3’
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2.1.14 Plasmide

pCG leerer Vektor
pCG-PrP neu hergestellt exprimiert murines PrP
pCG-PrP-P30 neu hergestellt exprimiert murines PrP +

T-Helfer-Epitop des
Tetanustoxins P30

pAd-CMV-PrP Flechsig exprimiert murines PrP
2.1.15 Primer

P30_ccF1 5" CC-TTC-AAC-AAC-TTC-ACC-CTG-AGC-TTC 3°

rev M13b 5" G-GAA-ACA-GCT-ATG-ACC-ATG-ATT-ACG-CC 3°
P1_PrPY224 5" TAT-TAC-GAC-GGG-AGA-AGA-TCC 3°

P30_E21 5" CTC-CAG-GTG-GCT-GGC-GCT-CAC-CTT-G 3°
BS_MCS-Not | 5" G-TGG-CGG-CCG-CTC-TAG-AAC-TAG-TGG 3°

Del- 5" TCC-CCA-GCA-TGT-AGC-CAC-CAA-GG 3

3'NC 5" CCC-TCC-CCC-AGC-CTA-GAC-CAC-GA 3

Mut 217 5" CCT-GGG-ACT-CCT-TCT-GGT-ACC-GGG-TGA-CGC 3°
Sig 1 5" TAT-GTG-GAC-TGA-TGT-CGG-CC 3°

P3 5° ATT-CGC-AGC-GCA-TCG-CCT-TCT-ATC-GCC 3°
P10 5° GTA-CCC-ATA-ATC-AGT-GGA-ACA-AGC-CCA-GC 3°

2.1.16 Aminosauresequenzen

P30 Th-Epitop FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE
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2.1.17 Tiere

Fir die Immunisierungen wurden 10 Wochen alte Mause verwendet. Diese Mause
wurden am Institut far Virologie und Immunbiologie gezichtet oder von

anerkannten Zuchteinrichtungen bestellt.

0/0

2.1.17.1 Prion-Protein defiziente Prnp~"-Mause

Es wurden PrP-defiziente Mause untersucht, deren Prnp-Gen durch eine Insertion
zerstort wurde (Bueler et al., 1992). Diese Mause sollten einen entscheidenden

90_Mazuse entwickeln sich

Anhaltspunkt fiir die Funktion von PrP° liefern. Prnp
normal, sind fertil und besitzen eine Lebenserwartung, die mit wildtypischen
Mausen vergleichbar ist. Es konnten bei diesen Tieren keine Auffalligkeiten in der
Physiologie oder im Verhalten festgestellt werden, lediglich eine geringe Stérung
im Schlaf-Wach-Rhythmus wurde berichtet (Tobler et al., 1997). Prnp®°-Mause
sind vollstandig resistent gegen Prionen. Das Ausschalten der Prnp-Gens erfolgte
durch Insertion eines Neomycin-resistenten Gens in den offenen Leserahmen

(ORF).

2.1.17.2 C57BL/6-Mause

C57BL/6 Mause sind wildtypische Inzuchttiere, die das zellulare Prion-Protein
(PrP®) exprimieren. Sie wurden in dieser Arbeit als Wildtyptiere fiir den

Toleranzbruch eingesetzt.

2.1.17.3 Prnp'¥-Mause

Bei diesen Mausen handelt es sich um transgene Tiere, die PrP¢ stark
Uberexprimieren (etwa 10x) und bei denen das murine Prnp-Gen auf einem

Prnp®°

-Hintergrund wieder eingefuhrt wurde (Fischer et al., 1996). Durch das
Vorhandensein und die Uberexpression von PrP® sind diese Mause sehr
empfindlich fur Prionen und zeigen eine deutlich verkirzte Inkubationszeit im
Vergleich zu Wildtyptieren. Prnp'%?°-Mause werden deshalb fiir den Bioassay

genutzt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1.1 Betaubung der Mause mit Ether

Fir die Immunisierungen, Inokulationen und die retroorbitale Blutentnahme reichte
es aus, die Mause fur eine relativ kurze Zeit zu narkotisieren. Die Betaubung
erfolgte deshalb mit Ether. HierfUr wurden die Tiere in einen Glastopf gesetzt, in
dem ein mit Ether getranktes Tuch lag. Sobald die Mause eine flache Atmung

aufwiesen, erfolgte die Applikation oder Blutentnahme.

2.2.1.2 Injektionen von rekombinantem Prion-Protein

Die Proteinimmunisierung erfolgte subkutan. Hierbei wurden die Mause
narkotisiert und das Protein-Adjuvants-Gemisch wurde in die Nackenhautfalte
appliziert. Das Injektionsvolumen betrug 50pl. Die Immunisierung wurde 4mal im

Abstand von 4 Wochen wiederholt.

2.2.1.3 Injektionen der unterschiedlichen Plasmid-DNAs

Die Gabe der bakteriellen Plasmidvektoren, die flir das rekombinante Protein
kodierte oder der leere Vektor, der als Kontrolle diente, erfolgte intradermal (i.d.).
Vor der Immunisierung wurde die laterale Flanke mit einem Kurzhaarschneider
rasiert. FUr die Injektion wurden Tuberkulinspritzen verwendet. Bei der
Immunisierung wurde zwischen Daumen und Zeigefinger eine Hautfalte der
lateralen Flanke fixiert und die Kanule nahezu horizontal in die Haut eingeflhrt.
Das injizierte Volumen betrug 50pl. Vier Wochen danach wurde die Immunisierung
wiederholt. Insgesamt wurden 6 Immunisierungen durchgefuhrt. Die vierte und

funfte Wiederholungsimmunisierung erfolgte subkutan (s.c.).

2.2.1.4 Blutentnahme und Serumgewinnung

FUr die Untersuchung der humoralen Immunantwort wurde den Mausen 10 Tage
nach Immunisierung unter Ethernarkose Blut aus dem retroorbitalen Plexus

entnommen und auf Prion-Protein-spezifische Antikorper untersucht. Die dazu
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verwendete Kapillare war mit Heparin beschichtet, um eine Hamagglutination zu
verhindern. Bei Versuchsende erfolgte die Blutentnahme durch Herzpunktion. Das
Blut wurde direkt in Réhrchen (serum separator tubes, Mikrotainer) Uberfuhrt und
zentrifugiert (5 Minuten, 6000upm). Die Roéhrchen wurden bis zum Gebrauch bei
-20°C gelagert.

2.2.1.5 Intraperitoneale RML Inokulation und Bioassay zum

Prionennachweis

Die periphere Inokulation (intraperitoneal) wurde mit 100pl (3log LDsp) RML in
immunisierten C57BL/6-Mausen durchgeflhrt.

Die Inokulation zum Nachweis von Infektiositat erfolgte nach Herstellung von
Milzhomogenaten (1%) der immunisierten und infizierten Wildtyptiere, die

anschliessend intracerebral in Prnp'9%?°-Mause injiziert wurden.

2.2.1.6 Herzpunktion und Organentnahme

Fiar die Herzpunktion wurden die Mause euthanasiert. Es erfolgte im weiteren
Verlauf die Offnung des Thorax und eine Punktion der rechten Herzkammer fiir die
Blutentnahme. Nach der Herzpunktion wurde die Milz entfernt und in ein
Schalchen mit RPMI Medium auf Eis Uberfuhrt.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Agarose-Gel-Elektrophorese, Gelextraktion

Zur Auftrennung von DNA wurden Agarose-Gele (1-2%) verwendet. In TAE
geloste Agarose wurde in der Mikrowelle aufgekocht. Nach Abkuhlen wurde das
Gel in den dafur vorgesehenen Gelschlitten gegossen. Die DNA wurde in Wasser
gelést und mit Ladepuffer versetzt und aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei ca. 5-10V/cm Gellange in TAE-Puffer.

Nach dem Lauf wurde das Gel in ein Ethidiumbromidbad uberfuhrt, damit das
Ethidiumbromid in die DNA interkalieren, und diese somit spater unter UV-Licht

(366nm) sichtbar gemacht werden kann.
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Fur Klonierungen wurden die entsprechenden Fragmente unter UV-Licht mit
einem Skalpell ausgeschnitten und mit dem Gel-Extraktions-Kit von Qiagen

entsprechend den Angaben des Herstellers eluiert.

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmungen von DNA

Die Konzentration von Nukleinsduren lasst sich photometrisch bei 260nm
(Wellenlange, bei der Licht am starksten durch DNA absorbiert wird) bestimmen.
Hierbei wird die DNA in eine wassrige Losung gebracht und die Extinktion
bestimmt. Eine OD-Einheit entspricht 50mg/ml doppelstrangiger DNA. Die
Bestimmung des Reinheitsgrades der DNA ist fur weitere Arbeiten sehr wichtig.
Da nicht nur DNA bei 260nm Licht absorbiert, sondern auch Phenol und
Aminosauren mit aromatischen Seitenketten, wird die Probe ebenfalls bei 280nm
gemessen. Der Quotient aus ODgg und ODyg gibt Auskunft Uber den
Reinheitsgrad der DNA. Die DNA kann als sauber gewertet werden, wenn dieser
Quotient zwischen 1,7 und 2,0 liegt, hdhere oder niedrigere Werte sprechen fur

Verunreinigungen.

2.2.2.3 Plasmidpraparation aus E. Coli

FUr die Praparation der unterschiedlichen Plasmide wurde der Qiagen “Plasmid
Mega Kit* verwendet. Hierbei wurde, wie vom Hersteller angegeben, verfahren. Es
wurde eine 500ml| Bakterienkultur, die mit dem entsprechenden Plasmid
transformiert worden war, Uber Nacht unter Selektionsdruck durch Ampicillin bei
37°C geschuttelt und die Bakterien am nachsten Morgen abzentrifugiert (15 Min.,
4°C, 6000upm). Das Pellet wurde in 50ml Puffer 1 resuspendiert. Anschliel3end
erfolgte die Lyse der Zellen durch Zugabe der gleichen Menge von Puffer 2. Das
Gemisch wurde fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die Neutralisation
erfolgten die Zugabe von 50ml des Puffers 3 und die Inkubation auf Eis fur 30
Min.. Danach wurde die Probe fur eine Stunde bei 11000upm zentrifugiert. Der
klare Uberstand wurde anschlieBend auf eine &quilibrierte Séaule gegeben. Die
Saule wurde dann mit 200ml Waschpuffer gewaschen und die DNA mit 35mi
Elutionspuffer eluiert. Es erfolgte die Prazipitation des Eluats mit Isopropanol und

die Zentrifugation fur eine Stunde bei 4000upm und 4°C. Die gefallte DNA wurde
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mit 7ml 70%igen Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert. Nachdem das Pellet
getrocknet war, wurde die DNA in doppelt destilliertem Wasser geldst und die

Konzentration spektrometrisch bestimmt.

2.2.2.4 Restriktionsverdau

Der Verdau von doppelstrangiger DNA erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen,
die in dem vom Hersteller empfohlenen Puffern sequenzspezifisch schneiden. Bei
den Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme, handelt es sich meist um
palindromische Sequenzen. Restriktionsenzyme koénnen DNA an den
komplementaren Strangen um einige Nukleotide versetzt schneiden, so dass 3’-
oder 5’-Uberhange entstehen (klebrige Enden), oder sie schneiden die Strange an
der gleichen Stelle, so dass glatte Enden ohne Uberhang entstehen (stumpfe
Enden). Der Restriktionsverdau wurde zum einen als analytische Kontrolle der
DNA auf bekannte Schnittstellen oder praparativ zur Klonierung durchgefihrt.

Die Aktivitat der meisten Restriktionsenzyme wird an Lambda DNA definiert. 1U
Enzym schneidet 1ug Referenz-DNA in 1 Std. (meist bei 37°C) im zugehdrigen
Puffer vollstandig.

Um einen vollstandigen Verdau fur Klonierungen zu gewahrleisten, wurde dieser
in der Regel mit einem Uberschuss an Restriktionsenzym oder (ber Nacht
durchgefuhrt.

2.2.2.5 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Da bei der Ligationsreaktionen die Religation von Vektorfragmenten verhindert
werden soll, wird das linearisierte DNA-Fragment an den 5’-Enden mit Alkalischer
Kalberdarmphosphatase (CIAP, “calf intestine alkaline phosphatase®)
dephosphoryliert. Es wurden 10U der CIAP nach beendetem Restriktionsverdau
hinzugegeben und der Ansatz fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Da das Enzym
in den meisten gangigen Restriktionspuffern aktiv ist, erfolgte kein Pufferwechsel.
Die Reaktion wurde durch EDTA pH 8,0 (Endkonzentration 5mM) und
Hitzeinaktivierung (10 Min. bei 75°C) gestoppt.
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2.2.2.6 Phosphorylierung von DNA Fragmenten

Fir die Klonierung von sehr kurzen Fragmenten wurden synthetische
Oligonukleotide mit Polynukleotid-Kinase entsprechend den Herstellerangaben
(NEB) phosphoryliert, aquimolar gemischt und 5 Minuten bei 95°C denaturiert und

dann langsam abgekuhlt, um die DNA-Doppelstrange auszubilden.

2.2.2.7 Glatten iberhangender Enden

Zum Glatten Uberhangender Enden wurde die T4 DNA-Polymerase genutzt.
Dieses Enzym ist in der Lage 5'-Uberhénge aufzufiillen und 3'-Uberhénge zu
glatten, da die T4 DNA-Polymerase Uber eine 3’-5-Exonukleaseaktivitat verfugt.
Fiur beide Reaktionen werden Nukleotide bendtigt. Die DNA wurde mit der T4
DNA-Polymerase, den Nukleotiden und dem dazugehorigen Puffer 5 Min. bei
37°C inkubiert und anschlie3end erfolgte die Inaktivierung der Polymerase durch
10-minttiges Erhitzen bei 75°C.

2.2.2.8 Ligation

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurde T4 DNA-Ligase verwendet. Das
Verhaltnis Vektor zu Insert-Fragment betrug in der Regel 1:3. Die Ligation erfolgte
in 20ul Ansatzen mit 10U T4-DNA-Ligase und dem dazugehdrigen Puffer. Dieser
Ansatz wurde Uber Nacht bei 16°C inkubiert. Als Negativkontrolle wurde immer die

Religation des praparierten Vektorfragments verglichen.

2.2.2.9 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

FUr die chemische Herstellung transformationskompetenter Bakterien wurden
diese einer Behandlung mit CaCl,/RbCl, ausgesetzt, um so die grolde Effizienz fur
die Aufnahme von Plasmid-DNA zu erhéhen. Die verwendeten Bakterienstamme
wurden aus einem Glycerinstock in 5ml LB Medium uberfuhrt und Uber Nacht bei
37°C geschuttelt. Am nachsten Tag erfolgte das Animpfen einer 100ml LB Kultur
mit 1ml der Ubernachtkultur. Das Wachstum der Kultur wurde photometrisch
kontrolliert und bei einer ODsgs zwischen 0,2 und 0,3 gestoppt. Die folgenden

Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die Bakterienkultur wurde 5 Min. inkubiert
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und anschlie®end bei 4°C fir 10 Min. und 2500upm pelletiert. Das entstandene
Pellet wurde in 8ml Transformationspuffer | aufgenommen und erneut zentrifugiert.
Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet in 2ml
Transformationspuffer |l resuspendiert. Es erfolgte nun eine 15-mindtige
Inkubation auf Eis und die Aliquots dieser Bakterienlésung wurden danach in

flissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.2.10 Transformation von Plasmiden in E. Coli Bakterien

Das Ziel der Transformation ist es das Plasmid zu vermehren, in dem es durch
kompetente Bakterien aufgenommen und repliziert wird. Bei der in dieser Arbeit
verwendeten chemischen Transformation, werden die Bakterien durch chemische
Behandlung fur die Plasmidaufnahme kompetent gemacht, damit diese das
Plasmid mittels Hitzeschock aufnehmen. Die kompetenten Bakterien wurden auf
Eis aufgetaut und zu einer 100ul Bakteriensuspension wurden 10ul des
Ligationsansatzes gegeben und fur 30 Min. auf Eis inkubiert. Anschlielend
erfolgte die Inkubation des Ansatzes fir 90 Sek. bei 42°C (Hitzeschock) und fir
weitere 5 Min. auf Eis. Nach Zugabe von 900 ml LB-Medium wurde die
Suspension fur 1 Std. bei 37°C geschuttelt. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei
6000upm fir 10 Min. und das Pellet wurde in 100ul LB Medium resuspendiert und
auf Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert.

Eine weitere Form der Transformation, ist die Quicktransformation. Diese wurde
fur die Anzucht praparativer Plasmid-DNA in Bakterien genutzt. Hierbei wurden
ebenfalls Bakterien auf Eis aufgetaut und zu einem 50ul Bakteriengemisch wurden
0,5ug Plasmid-DNA zugegeben. Nach einer Inkubation von 5 Min. auf Eis, wurde

der gesamte Ansatz auf vorgewarmten Agarplatten ausplattiert.

2.2.2.11 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden erfolgte mit Hilfe des Applied Biosystems Ampli
Taq Big Dye Cycle Sequenzierung Kits. Hierbei werden in einer PCR-Reaktion mit
einem Oligo und mit ddNTPs, die mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen

markiert sind, nach der Sanger Sequenziermethode verschieden lange Fragmente
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vom Oligoende mit jeweils verschiedenen Endmarkierungen hergestellt. Die
Reaktion wird durch die AmpliTag FS-Polymerase katalysiert.

Die Reinigung der PCR-Reaktion erfolgte mit dem Qiagen Dye Ex Kit Uber eine
chromatographische Saule. Hierbei wurden die nicht-eingebauten, markierten
dNTPs, entfernt. Die Proben wurden mit 2 Volumen Hi-Di Formamid versetzt und

bis zur Analyse mit dem Kapillarsequenziergerat bei 4°C gelagert.

2.2.2.12 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion dient der Amplifikation eines definierten
DNA-Abschnittes. Die Spezifitat wird durch die Hybridisierung der Primer mit den
denaturierten DNA-Strangen erreicht. Bei der zyklischen DNA-Synthese laufen
folgende Stufen ab. Zuerst erfolgt ein Schmelzen der DNA durch
Temperaturerhohung, danach hybridisieren die Starter-Oligonukleotide (Primer) an
die Zielsequenz fur die Synthese der komplementaren DNA-Strange. Fur den Start
des nachsten Zyklus wird die Temperatur wieder erhdht. Die Menge des
gewunschten Produktes steigt wahrend der Reaktion exponentiell an bis ein
Plateau erreicht ist. Bei PCR-Reaktionen, in denen nicht die Qualitat entscheidend
ist, da sie nur zur analytischen Kontrolle dienten, wurde die Tag-Polymerase
verwendet. Fur Reaktionen bei denen das PCR-Produkt in Klonierungen
eingesetzt werden sollte, wurde die Pfu-Polymerase verwendet, da diese Uber
eine Korrekturaktivitat verfugt. Die Pfu-Polymerase besitzt eine deutlich hohere
Temperaturstabilitat als Taq und eine 3’-5-Exonukleaseaktivitat, die eine
Korrekturaktivitat erlaubt. Die entstandenen Amplifikationsprodukte besitzen keine

Basenuberhange, sondern glatte Enden.

PCR Programm

1 Zyklus 95°C 5 Min. Denaturierung

20-35 Zyklen 95°C 1 Min. Denaturierung
48-70 °C 1 Min. Hybridisierung
72 °C 1 Min. pro 1000 bp Extension

1 Zyklus 72 °C 10 Min. Extension
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2.2.2.13 Klonierung von PCR-Produkten

Um PCR-Produkte zu klonieren, wurden mit Hilfe von Primern Schnittstellen
eingebaut, das PCR-Produkt mit den entsprechenden Enzymen verdaut und als
Fragment in eine Ligation eingesetzt. Wichtig bei solchen Klonierungen ist ein
ausreichender Basenuberhang zwischen Erkennungsstelle des

Restriktionsenzyms und DNA-Ende.

2.2.3 Zellbiologische und proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Kultivierung von eukaryotischen Zellen erfolgte nach Standardmethoden. Bei
den verwendeten Zellen handelte es sich um Adhasionskulturen, die in
Zellkulturflaschen kultiviert ~ wurden. Die Kultivierung erfolgte in
Begasungsbrutschranken bei 37°C und 5% CO,. Alle Zellkulturarbeiten wurden
unter sterilen Bedingungen an einer sterilen Arbeitsbank durchgefthrt. Die Zellen
wurden in Abhangigkeit der Wachstumsgeschwindigkeit alle 3-4 Tage zwischen
1:5 und 1:10 verdinnt. Die Ablésung erfolgte durch Zugabe einer Trypsin/EDTA
Losung. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt, der Zellrasen mit sterilem PBS
gewaschen und die Zellen anschlieBend abgelost. Nach Einstellung der

gewunschten Zellzahl wurden die Zellen mit frischem Medium versorgt.

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl mit dem Hamazytometer nach Neubauer

Die Anzahl der Zellen wurde mithilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Um
lebende von toten Zellen unterscheiden zu kdnnen, wurde eine Zellprobe mit
Trypanblau verdinnt. Dieser Farbstoff wird von lebenden Zellen nicht
aufgenommen, wahrend tote Zellen dunkelblau gefarbt werden. Fur einige
Versuche wurden nur die Lymphozyten gezahlt. Diese lassen sich anhand ihrer
Morphologie von gro3eren Zellen wie beispielsweise Monozyten unterscheiden.
Die Zellen wurden in allen vier GroRquadraten des Hamazytometers ausgezahlt
und die Mittelwerte gebildet. Die Zellzahl pro ml Suspension kann mit folgender

Formel errechnet werden:

Zellzahl pro ml = mittlere Zellzahl pro GroRquadrat x Verdiinnungsfaktor x 10*
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2.2.3.3 Einfrieren von Zellen

FiUr die Langzeitlagerung von Zellen in flissigem Stickstoff musste dem Medium
ein Gefrierschutzmittel zugesetzt werden, um die Bildung von Eiskristallen zu
verhindern, die eine Zerstorung der Zellen verursachen wurden. Hierfur wird meist
Dimethylsulfoxid (DMSQO) verwendet, das jedoch auf stoffwechselaktive Zellen
toxisch wirkt. Alle Arbeitsschritte wurden deshalb ziigig auf Eis durchgefihrt.

Die einzufrierenden Zellen wurden sedimentiert und in kaltem FCS resuspendiert.
Die Suspension wurde im Verhaltnis 1:2 langsam mit kaltem Einfriermedium
gemischt und in einem Volumen von jeweils 1 ml auf Einfrierrdhrchen verteilt. Die
Roéhrchen wurden in eine Einfrierbox Uberfuhrt, die fir 24 Stunden bei -80°C
gelagert wurde. Dabei sorgte die durch Isopropanol gekuhlte Einfrierbox fir eine
schonende Erniedrigung der Temperatur um ca. 1°C pro Minute. Anschlieend
wurden die Zellen in der Gasphase uber flussigem  Stickstoff
(-196°C) gelagert.

2.2.3.4 Transiente Transfektion von Eukaryotenzellen durch
Calciumphosphat-Préazipitation

Bei der Transfektion wurde Plasmid-DNA in 293T Zellen Uberfihrt, um eine
transiente Genexpression in den Zielzellen zu erreichen. In dieser Arbeit wurde die
Calciumphosphat-Transfektion genutzt, um zu zeigen, dass das vom Plasmid
exprimierte Prion-Protein an die Zelloberflache transportiert wird.

Am Tag vor der Transfektion wurden 2x 10° Zellen in 6cm Kulturschalen von Nunc
plattiert. 30 Min. bis 2 Std. vor der Transfektion wurde das Medium abgenommen
und durch neues vorgewarmtes Medium ersetzt. Wahrend dieser Zeit erfolgte die
Herstellung des Calciumphosphat-DNA-Prazipitats. 15ug des jeweiligen
Expressionsplasmides wurden mit Wasser auf ein Endvolumen von 438yl
gebracht und mit 62ul CaCl, gemischt. Zu diesem DNA-Plasmid-Calciumchlorid-
Gemisch wurden 500ul 2x HBS unter permanentem Einblasen von steriler Luft
gegeben. Dadurch entsteht ein feines DNA-Calciumphosphat-Prazipitat, welches
von den Zielzellen besser aufgenommen werden kann und somit die
Transfektionsrate erhoht. Das entstandene Prazipitat wurde anschliefend
tropfenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben und fur 6-10 Stunden auf

den Zellen belassen. Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Zellen mit

39



Material und Methoden

frischem vorgewarmten Kulturmedium versorgt. Am nachsten Tag erfolgte fir 8-12
Stunden eine Induktion durch Natriumbutyrat, das den CMV-Promotor der
Plasmide stimuliert und so die Expressionsrate des Proteins erhoht. Nach dieser
Zeit wurden die Zellen erneut mit frischem Medium versorgt und am nachsten Tag

fur den jeweiligen Verwendungszweck bereitgestellt.

2.2.3.5 Durchflu3zytometrische Analyse (FACS)

Bei der FACS-Analyse werden Antigene auf der Oberflache oder innerhalb der
Zelle mit fluoreszenz-markierten Antikorpern nachgewiesen.

Im FACS-Gerat befindet sich eine Tragerflussigkeit (“sheath fluid“), in die die
Probe in Form einer Zellsuspension eingefuhrt wird. Durch die hohere
Stromungsgeschwindigkeit der Tragerflissigkeit koénnen die Zellen vereinzelt
werden und in einer fixen Position am Laserlicht vorbeigefuhrt werden. Das Argon-
Laserlicht fuhrt zu einer Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe, die wiederum
Fluoreszenzlicht emittieren. Dieses emittierte Licht kann durch verschiedene
Photozellen detektiert werden. Bei den in dieser Arbeit eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffen handelte es sich um Fluoreszinisothiocyanat (FITC),
Phycoerythrin (PE) und Cychrome (Cy). Diese Farbstoffe werden von blauem
Laserlicht zur Fluoreszenz angeregt, besitzen allerdings unterschiedliche
Emissionsspektren, die partiell Uberlappen. Diese uberlappenden Bereiche
konnen elektronisch ausgeblendet werden (Kompensation), um eine scharfe
Trennung der einzelnen Farben zu erreichen. Die Auswertung der erfassten Daten
erfolgt Uber einen Computer mit der Software Cell Quest (BD) und kann auf
verschiedene Weise dargestellt werden (morphologisch: “Vorwarts-Streulicht"
FSC, liefert Informationen Uber die Groe der Zellen; “Seitwarts-Streulicht® SSC,
liefert Informationen Uber die Granularitat der Zellen; oder nach

Fluoreszenzparametern).

2.2.3.6 Herstellung von Zelllysaten

Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS einmal gewaschen und anschlieRend mit
Lysispuffer, der Proteinaseinhibitoren enthielt, behandelt. Um die Zellen abzulosen

wurde ein Zellschaber benutzt, die Lysate in Reaktionsgefal’e Uberflihrt und bei
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14000upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
anderes Gefaly uberfuhrt, mit 2x Protein-Probenpuffer versetzt und fur 5 Min. bei
95°C gekocht. Die Proben wurden bei -20°C gelagert.

2.2.3.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Der quantitative Nachweis geldster Proteine erfolgte photometrisch mit Hilfe des
Bradfordreagenz der Firma Biorad. Als Standard und zur Erstellung einer
Eichkurve wurde BSA in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt. Die zu
bestimmenden Proteine wurden in zwei verschiedenen Verdunnungen gemessen

und anhand der Eichkurve konnte die genaue Konzentration bestimmt werden.

2.2.3.8 SDS-PAGE Elektrophorese

Nach Laemmli wurden denaturierte  Proteine  entsprechend ihres
Molekulargewichtes tUber SDS-Gele aufgetrennt. Verwendet wurden hierfur Glycin-
Gele der Firma Biozym. Vor dem Laden wurden die Taschen sorgfaltig gespuilt,
wahrend die Proben im Auftragspuffer aufgekocht wurden (10 Min., 95°C). Nach
der Elektrophorese bei 40mA wurde das Gel auf eine PVDF Membran geblottet.

2.2.3.9 Prézipitation von PrP*® aus der Milz

Die Prazipitation von PrP®° erfolgte in Anlehnung an das publizierte Protokoll von
Safar et al. (1998). Die Milzen der infizierten Tiere wurden enthommen und in PBS
homogenisiert. Es folgte die Bestimmung der Proteinkonzentration und 200ug
Totalprotein wurden mit 4%igem Sarkosyl versetzt im Volumenverhaltnis 1:1.
Nach einer Inkubation von 15 Minuten bei 37°C wurden die Proben mit Benzonase
versetzt, um RNA/DNA zu entfernen. Im nachsten Schritt wurden die Proben mit
Proteinase K (PK) verdaut, um spezifisch PrP%¢ zu prazipitieren. Nach dem PK-
Verdau sind die Milzhomogenate mit Natrium-Phosphotungstate versetzt (NaPTA)
worden. NaPTA bildet Komplexe mit Aggregaten und Polymeren von PrP% und
PrP27-30, aber nicht mit PrP®. Nach der Zentrifugation bei 14000upm fur
30 Minuten befinden sich zu 99% Prionen im Pellet und nur zu 1% andere

Proteine. Das Pellet wurde in 20ul 0,1%igem Sarkosyl resuspendiert und mit
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Protein-Lade-Puffer versetzt. Nach einer Inkubation bei 95°C fir 10 Minuten

konnten die Proben im Westernblot analysiert werden.

2.2.3.10 Westernblot, Immunodetektion

Um Proteine spezifisch mit Antikérpern nachweisen zu kdnnen, wurden die Gele
zunachst auf eine PVDF Membran, die vorher durch Methanol aktiviert wurde,
geblottet (1,5 Std., 350mA). Nach dem Blotten wurde die Membran zunachst fur 1
Std. mit 5% Milchpulver in TBST geblockt, damit unspezifischen Bindungen
abgesattigt werden konnten. Alle Inkubationen erfolgten auf einem Schuttler oder
in einem 15ml Falconréhrchen auf einem Rollinkubator. Die Membran wurde dann
uber Nacht bei 4°C mit dem ersten Antikorper (Serum: 1:1000; monoklonaler
Antikérper gegen PrP 6H4: 1:10000) in TBST inkubiert. Nach grindlichem
Waschen in TBST (3mal je 10 Min.) wurde der primare Antikorper mit Hilfe eines
Peroxidase-gekoppelten sekundaren Antikorpers (1 Std. bei Raumtemperatur;
Verdinnung: 1:10000) markiert. Der ungebundene Zweitantikbrper wurde
grundlich mit TBST abgewaschen (5mal 10 Min.), bevor der Blot in ECL-Reagenz
entsprechend den Herstellerangabe (Pierce, Rockford) entwickelt wurde.

2.2.4 Immunologische Methoden

2.2.4.1 Praparation von Lymphozyten aus der Milz

Die Milzen der immunisierten Tiere wurden isoliert und jeweils in 5ml eiskaltem
RPMI Medium aufgenommen. Die Organe wurden anschlieffen durch ein 70pum
Nylonsieb gerieben, mittels einer Pipette resuspendiert und erneut durch ein

Nylonsieb gefiltert. Danach wurde die Zellsuspension bei 1500upm abzentrifugiert.

2.2.4.2 Lyse von Erythrozyten mit Ammoniumchloridpuffer

Da Erythrozyten ein grolRer Bestandteil der Milz sind und sowohl bei der
Bestimmung der absoluten Zellzahl als auch bei der Ausfuhrung
durchflusszytometrischer Analysen storen, erfolgte eine Erythrozytenlyse mit
0,16M  Ammoniumchlorid. Fur die Lyse wurde das nach Zentrifugation

entstandene Pellet in 5ml Ammoniumchlorid resuspendiert und fir 5 Min. inkubiert.
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Nach dieser Inkubation wurden 5ml RPMI dazugegeben, und die Zellen bei

1500upm erneut zentrifugiert.

2.2.4.3 Radioaktiver Proliferationsassay

Die Proliferation von Lymphozyten kann in vitro anhand des Einbaus von
3H-markiertem Thymidin in sich replizierende DNA von kultivierten Zellen
gemessen werden. Durch Thymidininkorporation ist also die quantitative
Bestimmung der DNA-Synthese, die direkt proportional zur Teilungsrate ist,
moglich.

Fiur diese Arbeit wurde die spezifische Proliferation der Lymphozyten aus den
Milzen der immunisierten Mausen untersucht. Hierfiir wurden 3x 10° Lymphozyten
pro Well in einer 96-Rundbodenplatte ausgesat und mit dem Antigen (z.B.
rekombinantes Maus Prion-Protein) stimuliert. Nach einer Inkubation von 48 Std.
wurden 0,5uCi *H-Thymidin pro Well hinzugefiigt, so dass die Aufnahme des
Nukleotids wahrend nochmaliger Inkubation flir 16 Stunden erfolgen konnte.
AnschlieRend wurden die Zellen durch einen Harvester auf Filterpapier
transferriert. Nach dem Trocknen des Filterpapiers erfolgte die Auswertung mittels
Scintillationszahlers, der die inkorporierte Radioaktivitat bestimmte und die
Ereignisse in cpm (counts per minute) angab. Jede Bestimmung wurde im

Vierfachansatz durchgeflhrt.

2.2.4.4 Intrazellulare Zytokinfarbung

Far diese Methode wurden Platten mit anti-CD3 Uber Nacht beladen und am
nachsten Tag mit PBS gewaschen. Die Lymphozyten der immunisierten Mause
wurden auf die Platte gebracht und durch Kostimulation mit CD28 werden die
T-Zellen aktiviert, und die Freisetzung von Zytokinen in der Zelle erfolgte. Damit
die Zytokine nicht aus der Zelle ausgeschleust werden konnten, wurde Brefeldin A
verwendet, dass den intrazellularen Transport blockiert und so eine Akkumulation
der meisten Zytokine im rauen endoplasmatischen Retikulum oder Golgi-Komplex
stattfindet. Die Zellen wurden fur 5 Std. stimuliert und anschlieend fur die FACS-
Analyse in entsprechenden Rohrchen geerntet. Um nicht-spezifische Farbungen

zu vermeiden, wurde zusatzlich eine Blockierung von Immunglobulin-Rezeptoren

43



Material und Methoden

(Fc-Rezeptoren)  durchgefihrt. Danach  erfolgte die  Farbung der
Oberflachenmarker CD8 oder CD4. Die Zellen wurden gewaschen, zentrifugiert
und anschlieend fixiert und permeabilisiert. Nach Permeabilisierung erfolgte die
Farbung flr die unterschiedlichen Zytokine. Fur die Th1-Antwort wurden IL-2,
TNFa und IFNy; und flr die Th2-Antwort IL-4 und IL-10 untersucht. Die Zellen

wurden erneut gewaschen und anschlieend im FACS ausgewertet.

2.2.4.5 ELISA (enzyme-linked-immunosorbent-assay)

Fir die Bestimmung der humoralen Immunantwort wurde der ELISA benutzt.
Hierfur wurden Flachbodenplatten mit rekombinanten Maus Prion-Protein (rek.
mPrP) Uber Nacht beschichtet (50ng Protein in 100ul PBS pro Well) und am
nachsten Morgen blockiert (200ul/Well 5% Milchpulver; 0,1% Tween in PBS), um
unspezifische Bindungen zu verhindern. Die Seren der immunisierten Tiere
wurden in unterschiedlichen Verdinnungen auf spezifische |g gesamt Antikorper
oder auf Subtypen von IgG untersucht (IgG1 fur Th2-Antwort und IgG2a fur
Th1-Antwort). Nach der Inkubation mit den Seren wurde die Platte gewaschen und
mit dem jeweiligen Detektionsantikdrper gegen Gesamtimmunglobuline (Ig), IgG1
oder IgG2a (100ul; 1:10000), die Peroxidase-gekoppelt sind, fur weitere 2 Std.
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde TMB als Peroxidase-Substrat
verwendet. Die Farbreaktion wurde nach 5-30 Min. mit 1M H>SO, (50ul)
abgestoppt und die Farbintensitat photometrisch bei 450nm bestimmt. Es wurden
immer Seren nicht immunisierter Mause als Negativkontrolle und ein monoklonaler

Antikodrper gegen das Prion-Protein als Positivkontrolle mitgefuhrt.

2.2.4.6 Bestimmung der Zytokine im Uberstand

Fir die Bestimmung der Zytokine im Uberstand wurden wie fiir den
Proliferationsassay Lymphozyten der immunisierten Mause in 96-Well-Platten
ausgesat und mit rekombinantem murinem Prion-Protein (rek. mPrP) in
unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert. Nach 24 bzw. 48 Std. erfolgte die
Abnahme des Uberstandes, welcher mit Hilfe des Cytokine-Bead-Arrays (CBA
Flex Set Systems; BD Biosciences) untersucht wurde. Bei diesem Kit kdnnen 5

Zytokine pro Ansatz gleichzeitig untersucht werden. Bei den Zytokinen handelte es
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sich um IL-2, IL-5, IL-4, IFNy und TNFa. Die Antikdrper gegen die Zytokine wurden
in Form von Beads zu 50ul des Uberstandes gegeben. Die Beads fiir die Zytokine
besitzen unterschiedliche Fluoreszenzenintensitaten, die im Durchflusszytometer
identifiziert und gut voneinander getrennt werden konnen. Die Beads sind mit anti-
Zytokin-Antikorpern beschichtet und binden so an die freien Zytokine im
Uberstand. Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe der Detektionsantikdrper, die
mit dem Fluoreszensfarbstoff Phycoerythrin (PE) konjugiert sind. Die Antikoérper
binden ebenfalls an die Zytokine und machen diese im DurchfluBzytometer
detektierbar. Die Menge eines gebundenen Zytokins Kkorreliert mit der
Fluoreszenzintensitat fiur PE. Es wurde ein Standard mit bekannter

Zytokinkonzentration mitgefuhrt.

2.2.5 Immunohistochemie

Die Gewebe der mit RML inokulierten Tiere wurden nach Beendigung des
Experiments enthommen, in 4% Paraformaldehyd aufgenommen und fur die
Immunohistochemie vorbereitet. Nach Fixierung erfolgte eine Inaktivierung der
pathogenen Form des Prion-Proteins mit 99%iger Ameisensaure und die Gewebe
wurden anschliessend zugeschnitten und in Kapseln Uberfuhrt. Nach der
Entwasserung der Proben, wurden Paraffinblocke gegossen und die Schnitte an
einem Mikrotom (Leica) in einer Dicke von 3-4pum pro Schnitt hergestellt. Nachdem
die Praparate Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet wurden, erfolgte die

Hamalaun-Eosin-Farbung oder die GFAP-Immunhistochemie.

2.2.5.1 Hamalaun-Eosin-Farbung

1. Entparaffinieren

2 x 10 Min. Xylol

2 x 5 Min. 100% Ethanol
2 x 5 Min. 96% Ethanol
2 x 5 Min. 70% Ethanol

in A. dest. spllen
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Material und Methoden

2.Farben

15 Min. Hamalaun

10 Min. unter fliellendem Leitungswasser wassern
in A. dest. spllen

5 Min. Eosin

3. Entwassern

2 x kurz in 96% Ethanol

2 x 2 Min. in 100% Ethanol
2 x 10 Min. Xylol

Danach wurden die Praparate eingedeckt in Eukitt (Entellan) und im

Durchlichtmikroskop ausgewertet und fotografiert.

2.2.5.2 GFAP-Immunhistochemie

Auch bei dieser Farbung wurden die Schnitte erst entparaffiniert. Um die
Bindungsstellen flr das gliale saure Faserprotein (GFAP) freizusetzen, wurden die
Schnitte mit Citratpuffer behandelt und fur 5 Min. in der Mikrowelle bei 530W
gekocht. Danach wurden die Schnitte in TBS fur 10 Min. abgekuhlt und
anschlieRend mit A. dest. gewaschen. Desweiteren musste die endogene
Peroxidase mit H,O, inaktiviert und die Schnitte mit Ziegenserum blockiert
werden. Der erste Antikorper (anti-GFAP) wurde uber Nacht in einer Verdunnung
von 1:300 in Ziegenserum in einer feuchten Kammer bei 4°C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Schnitte in TBS gewaschen und mit dem biotinylierten
sekundaren Antikérper behandelt. Nach einem weiteren Waschschritt in TBS,
erfolgte die Behandlung mit dem Streptavidin-HRP-konjugierten Antikorper. Die
Schnitte wurden mit dem Substrat AEC entwickelt und anschlieRend mit
Hamalaun gegengefarbt. Nach dem Wassern der Praparate unter fliellendem
Leitungswasser und anschlieliendem Spulen mit A. dest., wurden die Schnitte mit

Eukitt und einem Deckglas abgedeckt und lichtmikroskopisch untersucht.
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war es, die humorale und zellulare Immunantwort nach
Protein- oder DNA-Immunisierung gegen das Prion-Protein in Mausen zu
analysieren. Da es sich beim Prion-Protein um ein korpereigenes Protein handelt,
galt es zu untersuchen, ob es maoglich ist, die Toleranz bei einer Immunisierung zu
brechen. Zur Darstellung der Ergebnisse wurde dieser Teil der Arbeit in drei
Abschnitte gegliedert.

Im ersten Abschnitt werden die Ergebnisse der Proteinimmunisierung von PrnpO’O-
und C57BL/6-Mausen dargestellt. Hierbei ging es um den Einfluss von
Adjuvantien auf die zelluldare und humorale Immunantwort, sowie um die
Etablierung der fur den Nachweis einer Immunantwort erforderlichen Methoden.
Der zweite Abschnitt befal3t sich mit den Ergebnissen der DNA-Immunisierung der
Mause. Hierbei ging es um den Einfluss eines T-Helfer-Epitopes des
Tetanustoxins auf die Immunantwort und einen mdoglichen induzierten
Toleranzbruch gegen das korpereigene Prion-Protein.

Im dritten Abschnitt wird die Kombination von DNA- und Proteinimmunisierung auf
die zelluldre und humorale Immunantwort gegen das Prion-Protein in Prnp®°- und
C57BL/6-Mause und deren Einfluss auf die Krankheitsausbildung der Mause in

vivo beschrieben.

3.1 Immunisierung mit rekombinantem Maus-Prion-Protein

90_Mazuse viermal mit

Far die Immunisierung wurden C57BL/6- und Prnp
rekombinantem Maus Prion-Protein (rek. mPrP) subkutan injiziert. Die Tiere
erhielten 10ug Protein gemischt mit zwei verschiedenen Adjuvantien. Bei den
Adjuvantien handelte es sich um inkomplettes Freundsches Adjuvants, welches im
Verhaltnis 1:2 zum Protein eingesetzt wurde, und CpG-1668, welches in einer
Konzentration von 10ug eingesetzt wurde. Die dazugehdrigen Kontrollen erhielten
das jeweilige Adjuvants in PBS. Das Immunisierungsschema ist in Abbildung 4

dargestellt.
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Abbildung 4: Immunisierungsschema fir die Proteinimmunisierung
Den Mausen wurde 10 Tage nach jeder Immunisierung retroorbital Blut flr die
Antikdrperbestimmung entnommen. Nach dem letzten Boost wurden die Tiere getotet, die
Milzen entnommen und immunologische Untersuchungen durchgefihrt.

3.1.1 Untersuchung der induzierten Antikdrper in den Seren der

proteinimmunisierten Mause

Um die humorale Immunantwort zu untersuchen, wurde den Mausen nach jeder
Immunisierung Blut entnommen. Im Serum sollten spezifische Antikdrper gegen
das Prion-Protein mittels ELISA nachgewiesen werden.

Die Seren der Mause wurden auf Platten, die mit rekombinantem Maus-Prion-
Protein beschichtet waren, getestet. Als Positivkontrolle diente der monoklonale
Antikérper 6H4, der gegen die Helix-1-Region des Prion-Proteins gerichtet ist. Als
Negativkontrollen wurden die Seren der Tiere genutzt, die nur Adjuvants ohne das

O0_Masusen wurden schon nach der ersten

Protein erhielten. In den Prnp
Immunisierung Antikdrper gegen das Prion-Protein nachgewiesen. Die
Antikorpertiter erhdhten sich nach jeder weiteren Immunisierung (Daten nicht
gezeigt). Es konnten keine Unterschiede flr die verschiedenen Adjuvantien im
Hinblick auf Gesamtimmunglobuline (Ig gesamt) in Prnp®° -Mausen festgestellt
werden (Abbildung 5).

Nach Immunisierung von C57BL/6-Mausen mit rek. mPrP konnten nur schwache

Antikorpertiter detektiert werden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Anti-PrP® Antikérper in Prnp®°- und C57BL/6-M&usen nach
Proteinimmunisierung
Darstellung der Mittelwerte der verschiedenen Immunisierungsgruppen der Prnp~"-Mause
(links; rek. mPrP+IFA (n=8) oder rek. mPrP+CpG-1668 (n=8); IFA oder CpG-1668 (n=6))
nach der 5. Immunisierung. Die Seren wurden 1:5000 verdinnt. Darstellung der
Mittelwerte der verschiedenen Immunisierungsgruppen der C57BL/6-Mause (rechts; rek.
mPrP+IFA oder rek. mPrP+CpG-1668 (n=8); IFA oder CpG-1668 allein (n=7)). Die Seren
wurden 1:40 verdinnt. Anti-Maus Gesamt Ig wurde fir die Detektion genutzt.

0/0

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob die verwendeten Adjuvantien
einen Einfluss auf die Th1/Th2 Polarisierung der Immunantwort haben. Es ist
bekannt, dass CpG-ODN die Immunantwort in Richtung Th1 verschieben. Deshalb

9_Mause auf die Subtypen

wurden die positiven Seren der immunisierten Prnp
IgG1 (Th2-Antwort) und IgG2a (Th1-Antwort) untersucht. Die Ergebnisse zeigten,
dass nach Proteinimmunisierung mit CpG-1668 sowohl IgG1 als auch IgG2a

90_Mazuse

Antikorper im gleichen Verhaltnis im Serum der immunisierten Prnp
nachweisbar waren. Wenn allerdings IFA als Adjuvants genutzt wurde, kam es zu
einer verstarkten IgG1 Antwort (Abbildung 6).

Bei Wildtyptieren wurde die Untersuchung auf IgG1/IgG2a nicht durchgefihrt, weil

die AntikOrpertiter zu gering waren, um eine Ig-Subtypenanalyse durchzufuhren.
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Abbildung 6: Anti-PrP® Immunglobulinsubtypen in Prnp®°- Mausen nach

Proteinimmunisierung
Darstellung der Mittelwerte der verschiedenen Immunisierungsgruppen (rek. mPrP+IFA
oder rek. mPrP+CpG-1668 n=8; IFA oder CpG-1668 n=6) nach der 5. Immunisierung. Die
Seren wurden 1:5000 verdunnt. Fir die Detektion wurde anti-Maus 1gG1 (schwarzer
Balken) und anti-Maus IgG2a (weil3er Balken) verwendet.

3.1.2 FACS-Analyse der Seren von proteinimmunisierten Mausen

Es konnte im ELISA gezeigt werden, dass es mdglich war, Antikérper gegen das

Prion-Protein in Prnp®°

-Mausen durch Proteinimmunisierung zu induzieren. Da
beim ELISA rekombinantes Maus-Prion-Protein genutzt wird, muss im weiteren
Verlauf untersucht werden, ob die Bindungseigenschaften der induzierten
Antikérper fir natives PrP vergleichbar sind. Deshalb sollte durch die
FACS-Analyse gezeigt werden, ob die im Serum vorhandenen Antikorper die
zellulare Form des Prion-Proteins auf der Oberflache von N2a-Zellen erkennen.
Durch diese Untersuchung kénnen auch strukturspezifische Antikorper detektiert
werden. Die Analyse erfolgte mit dem A3-Klon der N2a Zellen, da dieser PrP°

o0_Mause in

Uberexprimiert. Fur dieses Experiment wurden die Seren von Prnp
einer Verdunnung von 1:100 und die Seren von C57BL/6-Mausen in einer
Verdinnung von 1:50 auf die N2a Zellen gegeben. Die Detektion erfolgte mit
einem FITC-gekoppelten anti-Maus-IgG Antikérper. Als Positivkontrolle wurde der
monoklonale 6H4-Antikbrper und als Negativkontrolle die Seren der nur mit
Adjuvants immunisierten Tiere genutzt. Es zeigte sich, dass die Antikorper in den
Seren der PrP-defizienten Tiere, das zellulare Prion-Protein auf den Zellen erkannt
und gebunden haben (Abbildung 7). Die Seren der C57BI/6-Mause, die im ELISA

negativ fur spezifische Antikorper gegen rek. Maus Prion-Protein getestet wurden,
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waren auch im FACS negativ. Nur zwei Wildtyptiere aus der Gruppe mit IFA als
Adjuvants, zeigten eine schwache Bindung (Abbildung 8). Diese Tiere zeigten

auch im ELISA einen schwachen Antikorpertiter.

100
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Abbildung 7: FACS-Analyse der Seren von Prnp®°-Mausen nach
Proteinimmunisierung auf N2a-Zellen

Die Histogramme in grun, blau und pink stehen fur Seren einzelner Prnp™"-M&use, die mit
rek. mPrP+IFA immunisert wurden (links). Die Histogramme in griin, blau und pink stehen
fir Seren einzelner Prnp®°-Mause, die mit rek. mPrP+CpG-1668 immunisiert wurden
(rechts). Als Positivkontrolle diente der 6H4-Antikérper (orangenes Histogramm; links und
rechts). Das violett-gefiillte Histogramm ist die Negativkontrolle; Serum einer nur mit
IFA immunisierten Prnp®°-Maus (links) oder Serum einer nur mit CpG-1668 immunisierten
Prnp®°-Maus (rechts).
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Abbildung 8: FACS-Analyse der Seren von Wildtyp-Méausen nach
Proteinimmuisierung auf N2a-Zellen

Das grune und pinke Histogramm zeigt eine schwache positive Bindung der Antikorper

aus rek. mPrP+IFA immunisierten C57BL/6-Mausen an N2a-Zellen. Das Histogramm mit

der violett-geflillten Flache steht flir N2a-Zellen, die mit dem Serum einer mit IFA

immunisierten C57BL/6-Maus inkubiert wurden, dies entspricht der Negativkontrolle.

3.1.3 Westernblot-Analyse der Seren von proteinimmunisierten

Mausen

In den vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Antikorper
in Seren von immunisierten Tieren die zellulare Form des Prion-Proteins auf N2a-

Zellen binden koénnen. Im Folgenden soll nun gezeigt werden, ob diese Antikorper
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auch in der Lage sind die pathogene Form des Prion-Proteins (PrPSC) im
Westernblot zu erkennen. Hierfur wurden Gehirnhomogenate verschiedener Tiere
lysiert. Es handelte sich dabei um Hirnhomogenate von Prnp®°-, die kein PrP°®
besitzen, C57BL/6-, die die zellulare Form des Prion-Proteins exprimieren, und
von Scrapie erkrankten terminalen C57BL/6-Mausen, die sowohl die zellulare, als
auch die pathogene Form des Prion-Proteins tragen. Das Gehirnhomogenat der
an Scrapie erkrankten Maus wurde mit Proteinase K verdaut, um PrP® abzubauen
und so PrP%¢ spezifisch nachweisen zu kénnen. Die Antikdrper der Seren der

immunisierten Prnp®°

-Mause waren in der Lage, sowohl an die zellulare, als auch
an die pathogene Form des Prion-Proteins zu binden (Abbildung 9). Die Seren der
C57BL/6-Mause konnten dagegen weder PrP® noch PrP%¢ binden (Daten nicht

gezeigt).

Abbildung 9: Westernblot-Analyse der Seren der proteinimmuniserten
Prnp®°-Mause

Die Gehirnhomogenate wurden in folgender Reihenfolge aufgetragen: Prnp®°- (1, 4, 7),

C57BL/6- (2, 5, 8) und Scrapie-infiziertes C57BL/6-Gehirn (3, 6, 9). Der monoklonale 6H4

Antikérper wurde als Positivkontrolle genutzt. 6H4 (Spur 1-3); Serum einer Prnp®°-Maus

immunisiert mit rek. mPrP+IFA (Spur 4-6); Serum einer Prnp®°-Maus immunisiert mit rek.

mPrP+CpG-1668 (Spur 7-9)

3.1.4 Inhibition der PrP¢ Akkumulation in vitro mit Seren der

proteinimmunisierten Mause

O0_Mausen induziert

Die Antikérper, die durch die Proteinimmunisierung in Prnp
wurden, waren in der Lage PrPS¢ und PrP° zu binden. Um herauszufinden, ob die
Antikorper die pathogene Form des Prion-Proteins nicht nur erkennen, sondern

auch in der Lage sind die Akkumulation von PrPS¢ in Zellkultur zu inhibieren,
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wurden PrP¢ tragende N2a Zellen (ScN2a) mit den Seren der immunisierten Tiere

uber funf Tage behandelt. An jedem zweiten Tag wurde das Medium gewechselt

0/0

und mit Serum der Prnp~-Tiere 1:100 versetzt. Am 5. Tag wurden die Zellen

geerntet und mittels Westernblot ausgewertet. Alle getesteten Seren der

9°_Mzuse waren in der Lage das PrP®¢-Signal der Zellen zu verringern. In

Prnp
einigen Fallen konnte nach Behandlung der ScN2a-Zellen mit den Seren der

proteinimmunisierten Prnp®®-Mause kein PrP° detektiert werden. (Abbildung 10).

Abbildung 10: Western Blot der Zelllysate nach Behandlung der ScN2a mit Seren
von Prnp®’-Mausen

Die Seren wurden 1:100 mit Medium verdinnt und auf die Zellen gegeben. Jede Spur
steht fir das Serum einer Maus. Negativ-Kontrollen waren Seren der Mause, die nur
CpG-1668 oder nur IFA bekommen haben. Es wurden immer 150ug mit PK verdautes
Totalprotein pro Spur aufgetragen.1, 2 und 5 Seren von Prnpo’O-Méusen immunisiert mit
rek. mPrP+CpG-1668; 6-9 Seren von PrnpO’O-Méusen immunisiert mit rek. mPrP+IFA; 3
Serum einer Kontrollmaus (nur IFA); 4 Serum einer Kontrollmaus (nur CpG-1668)

Der gleiche Versuch wurde ebenfalls mit Seren der C57BL/6-Mause, die mit rek.
mPrP und CpG-1668 immunisiert worden waren, durchgefthrt. Mit diesen Seren,
die in einer Verdunnung von 1:50 verwendet wurden, konnte keine Verminderung
des PrP®° Signals erzielt werden (Abbildung 11). Die Behandlung der ScN2a-
Zellen mit den Seren der C57BL/6-Mause, die das rek. mPrP mit IFA erhalten
hatten, zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf die PrPSc-Akkumulation (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 11: Westernblot der Zelllysate von ScN2a nach Behandlung mit Seren
von C57BL/6-Mausen

Die Seren wurden 1:50 mit Medium verdinnt und auf die Zellen gegeben. Jede Spur steht

fir das Serum einer Maus. Es wurden immer 150ug mit PK verdautes Totalprotein pro

Spur aufgetragen. 1-6 Seren von C57BL/6-Mausen, die mit rek. mPrP+CpG-1668

immunisiert wurden; 7 Serum einer C57BL/6-Kontrollmaus die nur CpG-1668 erhielt.

Negativkontrolle war das Serum einer Maus, die nur CpG-1668 bekommen hat.

3.1.5 Untersuchung der intrazellularen Zytokinantwort nach

Proteinimmunisierung

Neben der humoralen sollte auch die zellulare Immunantwort der
proteinimmunisierten Mause untersucht werden. Diese wurde zuerst durch eine
intrazellulare Zytokinfarbung analysiert. Hierbei sollte gezeigt werden, ob durch die
Immunisierung mit rek. mPrP eine T-Zellantwort induziert werden kann, und ob
diese von den Adjuvantien beeinflusst wird. Fur die Unterscheidung der
T-Zellsubpopulationen Th1 und Th2 anhand ihres Zytokinmusters, wurden IFNy
und TNFa (Th1) und IL-4 und IL-5 (Th2) als Markerzytokine verwendet. Die
Analyse der Zytokine erfolgte nur fir CD4"-Zellen, da bei einer
Proteinimmunisierung keine CD8"-Zellen aktiviert werden. Alle angegebenen
Werte der zytokinproduzierenden T-Zellen (in Prozent dargestellt) wurden aus
Milzzellen bestimmt, die direkt ex vivo mit anti-CD3/CD28 restimuliert worden
waren. Die Restimulation war noétig, da T-Zellen ex vivo zu wenig Zytokine
produzieren, um eine zuverlassige Aussage uber ihre Polarisierung machen zu
kénnen. Es konnte weder in den Prnp®°- noch in den C57BL/6-Mausen IL-4- oder

90_Mausen

IL-5-positive Zellen detektiert werden (Daten nicht gezeigt). In den Prnp
konnten TNFa-positive Zellen nachgewiesen werden. Es gab allerdings keine
Unterschiede zwischen proteinimmunisierten Mausen und den Kontrolltieren, die

nur eines der beiden Adjuvantien bekommen haben (Abbildung 12). Bei den
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_Mausen, die CpG-1668 als Adjuvants erhalten

proteinimmunisierten Prnp
haben, konnte eine Erhohung der CD4'-Zellen die fur IFNy positiv waren
festgestellt werden, allerdings war diese nicht signifikant im Vergleich zu den nur
mit CpG-1668 immunisierten Mausen. Die Mause, die das rek. mPrP mit
inkomplettem Freundschen Adjuvants erhielten, zeigten keine Veranderungen in

ihrer Zytokinantwort verglichen mit der Kontrollgruppe, die nur mit IFA immunisiert

worden war.
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Abbildung 12: Intrazellulare Zytokinfarbung fir TNFa und IFNy in CD4"-Zellen der
Prnp®°-Mause

Die linke Abbildung zeigt die fir TNFo positiven CD4"-Zellen (%) der unterschiedlichen

proteinimmunisierten Prnp®°-Mause. In der rechten Abbildung sind die fiir IFNy positiven

CD4*-Zellen der Prnp®°-Mé&use dargestellt. Die Mittelwerte sind durch einen Querbalken

dargestellt. (rek. mPrP+CpG-1668 n=8; rek. mPrP+IFA n=8; CpG n=5 und IFA n=5)

Der gleiche Ansatz wurde ebenfalls mit den Milzzellen der proteinimmunisierten
C57BL/6-Mause durchgefuhrt. In diesen Gruppen konnten keine Unterschiede
zwischen den proteinimmunisierten Mausen und denen, die nur eines der beiden
Adjuvantien erhielten, gefunden werden (Abbildung 13). Es konnten ebenfalls
keine CD4"-Zellen nachgewiesen werden, die fir Zytokine der Th2-Antwort (IL-5

und IL-4) positiv waren (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 13: Intrazellulare Zytokinfarbung fir TNFa und IFNy in CD4"-Zellen der
C57BL/6-Méause

Die linke Abbildung zeigt die fir TNFo positiven CD4"-Zellen (%) der unterschiedlichen

proteinimmunisierten C57BL/6-M&use. In der rechten Abbildung sind die fur IFNy positiven

CD4"-Zellen der C57BL/6-Mause dargestellt. Die Mittelwerte sind durch einen Querbalken

dargestellt.

3.1.6 Untersuchung der PrP-spezifischen Proliferation der CD4"-Zellen
der proteinimmuniserten Mause in vitro

Fir die Untersuchung der zellularen Immunantwort durch Antigen-spezifische
Proliferation mit rek. mPrP wurde der Proliferationstest genutzt. Die spezifische
Stimulation mit rek. mPrP erfolgte ebenfalls mit den Milzzellen der immunisierten
Mause in vitro. Die Stimulation erfolgte mit unterschiedlichen Konzentrationen des
rekombinaten Maus-Prion-Proteins. Als Positivkontrolle wurden die Milzzellen mit
Concavalin A behandelt, das die Zellen unspezifisch stimuliert und zur
Proliferation anregt. Fur die Negativkontrollen wurden sowohl Zellen der Mause
genutzt, die nur das Adjuvants erhielten, als auch unstimulierte Zellen eingesetzt.
Die Bestimmung der Proliferation erfolgte durch die Einlagerung von *H-Thymidin
in die DNA der sich teilenden Zellen. Die Ergebnisse sind als Stimulationsindex
angegeben. Stimulationsindizes Uber 2 wurden als positiv bewertet. Der

o0_Mause, die mit rek. mPrP und

Proliferationstest ergab, dass Milzzellen der Prnp
CpG-1668 immunisiert worden waren, nach spezifischer Stimulation eine starke
Proliferation aufwiesen. Milzzellen von Prnp®°-Mause, die mit rek. mPrP und IFA
immunisiert wurden, zeigten dagegen im Vergleich eine schwachere
PrP-spezifische Proliferation (Abbildung 14). Der gleiche Versuch wurde auch mit
den Zellen der C57BL/6- immunisierten Mause durchgefuhrt. Hier konnte keine
spezifische Proliferation nach Stimulation mit rekombinanten Maus-Prion-Protein

erzielt werden (Daten nicht gezeigt). Rekombinantes Maus-Prion-Protein konnte

56



Ergebnisse

0/0

also nur in Prnp”~-Mausen Antigen-spezifische T-Zellen induzieren. Die Induktion

von T-Zellen wurde durch das Adjuvants CpG-1668 verstarkt.

Jirirlrl

rek. mPrP + rek. mPrP + CpG-1668
CpG-1668 IFA

Stimulationsfaktor
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Abbildung 14: Proliferationstest nach Antigen-spezifischer Stimulation der
Milzzellen von proteinimmunisierten Prnp®°-Mause

In dieser Abbildung sind die Mittelwerte der Stimulationsfaktoren fir die einzelnen

Gruppen mit deren Standardabweichung dargestellt. Die blauen Balken stehen fir die

Zellen, die mit 2,5ug/ml rek. mPrP stimuliert wurden und die roten Balken stehen flr die

Zellen, die mit Sug/ml Antigen stimuliert wurden. (PrP+CpG-1668 n=8; PrP+IFA n=8; CpG

und IFA n=1)

3.1.7 Analyse der Zytokine im Uberstand nach Antigen-spezifischer

Stimulation

Eine weitere Untersuchung der zelluldaren Immunantwort ist die Messung der
Zytokine im Uberstand nach spezifischer Stimulation der Milzzellen von
immunisierten Mausen. Milzzellen der immunisierten Tiere wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen des Prion-Proteins stimuliert. Fir die Analyse
der Zytokine im Uberstand wurde das CBA Flex Set System genutzt. Bei den
untersuchten Zytokinen handelte es sich um IL-2, IL-4, IL-5, TNFa und IFNy. Die

90_Mause, die mit rek.

Ergebnisse zeigten, dass es bei den Milzzellen von Prnp
mPrP und CpG-1668 als Adjuvants immunisiert worden waren, zu einer hohen
Ausschiittung an Th1-Typ Zytokinen in den Uberstand kam (Abbildung 15). Die

Milzzellen von Prnp®”°

-Mausen, die rek. mPrP und IFA erhielten, zeigten dagegen
eine Ausschuttung von TNFa (Abbildung 15). Es konnten keine Zytokine der Th2-
Antwort nachgewiesen werden. Da nach spezifischer Stimulation mit rek. mPrP
keine Proliferation der Milzzellen von C57BL/6-Mausen induziert werden konnte,

wurde auf die Untersuchung der Zytokine bei diesen Tieren verzichtet.

57



Ergebnisse

30 5 600
300 1 50
Cha T
2 om 3
5 S0
L 190 1 $
£ L
100 - -
1 100
" L il 1 ol
rek. mPrP + rek mPrP+ CpG-1668 rek. mPrP + rek mPrP+ CpG-1668 IFA
CpG-1668 IFA CpG-1668 IFA

Abbildung 15: Zytokine im Uberstand nach in vitro Stimulation von Milzzellen
proteinimmunisierter Prnp®°’- Mause

In dieser Abbildung sind die Mittelwerte der Zytokinkonzentrationen der
proteinimmunisierten Prnp®°-M&use fiir IFNy (links) und TNFo (rechts) und deren
Standardabweichung dargestellt. Die blauen Balken stehen fiir die Uberstéande der Zellen,
die mit 2,5ug/ml rek. mPrP stimuliert wurden und die roten Balken stehen fur die
Uberstande der Zellen, die mit 5ug/ml Antigen stimuliert wurden. (rek. mPrP+CpG-1668
n=8; rek. mPrP+IFA n=8; CpG-1668 oder IFA n=2)

3.1.8 Proteinimmunisierung in Prnp®°- und C57BL/6-M&usen mit
CpG-1826 ODN als Adjuvants

In den vorangegangenen Versuchen, konnte gezeigt werden, dass die
Immunisierung mit immunstimulatorischen Oligonukleotiden als Adjuvants zu einer
besseren zellularen Immunantwort gegen das PrP-Antigen flUhrte. Aus diesem
Grund wurde eine neue Proteinimmunisierung mit CpG-1826 als Adjuvants
durchgefuhrt. Bei diesen Oligonukleotiden sind zwei stimulatorische Motive
vorhanden (-tcc atg acg ttc ctg acg tt-), im Gegensatz zu CpG-1668, das nur Uber
ein immunstimulatorisches Motiv verfugen (-tcc atg acg ttc ctg atg ct-). Die
Immunisierung erfolgte in Prnp®°-und C57BL/6-Mausen nach dem gleichen
Schema wie in Abbildung 4 beschrieben. Es erfolgte die Analyse der zellularen
und humoralen Immunantwort nach der 4. Wiederholungsimmunisierung. Die
Immunisierung wurde mit 10ug Prion-Protein und 10ug CpG-1826 in 50ul PBS
subkutan (s.c) durchgefuhrt. Als Negativkontrolle wurde den Tieren nur das CpG-

Adjuvants in der gleichen Konzentration (10ug) s.c. appliziert.
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3.1.8.1 Untersuchung der PrP-spezifischen Antikérper nach
Proteinimmunisierung mit CpG-1826

Fir die Untersuchung der humoralen Immunantwort wurden die Seren der
immunisierten Tiere auf vorhandene Antikorper gegen das Prion-Protein getestet.
Als Kontrollen dienten die Seren der Mause, die nur das Adjuvants erhalten haben
und der monoklonale 6H4-Antikérper. Die Ergebnisse zeigten, dass in

Prnp®°

-Mausen spezifische Antikdrper gegen das Prion-Protein induziert werden
konnten (Abbildung 16). In den Seren der immunisierten C57BL/6-Mause konnten
keine PrP-spezifischen Antikorper nachgewiesen werden (Abbildung 16). Es
konnten keine Unterschiede in der Induktion spezifischer Antikbrper gegen das
Maus Prion-Protein durch die Immunisierung mit rek. mPrP und CpG-1826 als
Adjuvants oder rek. mPrP und CpG-1668 nachgewiesen werden.
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Abbildung 16: ELISA fiir g gesamt gegen das Prion-Protein in Prnp®°- und
C57BL/6-Mause nach Proteinimmunisierung mit CpG-1826

Darstellung der  Mittelwerte mit  Standardabweichung der  verschiedenen
Immunisierungsgruppen der Prnp®®-  (links) und C57BL/6-Mause (rechts). Als
Positivkontrolle diente der 6H4 Antikorper. Die Seren der Prnp®°-Mause wurden 1:5000
und die Seren der C57BL/6-Mause wurden 1:40 verdinnt. (Prnp®°-Mé&use: rek.
mPrP+CpG-1826 n=7, CpG-1826 n=4; C57BL/6: rek. mPrP+CpG-1826 n=7, CpG-1826
n=6)

Die Analyse der IgG-Subtypen zeigte, dass sowohl IgG1 als auch IgG2a
Antikdrper gegen das Prion-Protein gebildet wurden, allerdings dominierte die
IgG1-Antwort (Abbildung 17). Als Positivkontrolle dient der 6H4 Antikorper, bei

dem es sich um einen monoklonalen IgG1 Antikorper handelt. Als Negativkontrolle

wurden die Seren der Tiere genutzt, die nur das Adjuvants CpG-1826 erhielten.
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Abbildung 17: Antikérper-Subtypen IgG1 und IgG2a in Prnp®°-M&usen nach
Proteinimmunisierung mit CpG-1826

Darstellung der Mittelwerte der verschiedenen Immunisierungsgruppen (rek. mPrP+CpG-

1826 n=7; CpG-1826 allein n=5). Die Seren wurden 1:5000 verdiinnt. Fir die Detektion

wurde anti-Maus 1gG1 (schwarzer Balken) und anti-Maus I1gG2a (weilder Balken)

verwendet. Als Positivkontrolle diente der 6H4 Antikorper.

3.1.8.2 FACS-Analyse der Seren nach Immunisierung mit rek. mPrP und
CpG-1826 als Adjuvants

Im ELISA konnte gezeigt werden, dass es nach Proteinimmunisierung mit CpG-

o0_Mausen kam,

1826 als Adjuvants zu einer Produktion von Antikdrpern in Prnp
die spezifisch gegen das rekombinante Maus-Prion-Protein (rek. mPrP) gerichtet
waren. Durch die FACS-Analyse auf N2a-Zellen sollte nun untersucht werden, ob
diese Antikorper auch in der Lage sind die zellulare Form des Prion-Proteins, wie
sie in vivo vorkommt, zu binden. Es konnte gezeigt werden, dass die Antikorper in

9°_Mause das Prion-Protein auf den N2a-Zellen spezifisch

den Seren der Prnp
erkannten und daran banden (Abbildung 18). Es konnte keine Antikdrperbindung

mit den Seren der C57BL/6-Mause im FACS nachgewiesen werden.
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Abbildung 18: FACS-Analyse von N2a-Zellen mit Seren von proteinimmunisierten
Méausen mit CpG-1826 als Adjuvants

Die Histogramme in griin und pink stehen fir Seren der Prnp™-Mause, die mit rek.
mPrP+CpG-1826 immunisiert wurden. Als Positivkontrolle diente der 6H4-Antikérper
(orange). Das violett-geflllte Histogramm ist die Negativkontrolle; Serum einer nur mit
CpG-1826 immunisierten Prnp”°Maus.

0/0

3.1.8.3 Intrazellulare Zytokinfarbung der CD4"-Zellen nach Immunisierung
mit rek. mPrP und CpG-1826 als Adjuvants

Fir die Analyse der zellularen Immunantwort, wurden die Milzzellen der
immunisierten Tiere genutzt. Die Aktivierung der Zellen erfolgte wie oben
beschrieben. Nach der Inkubation fand die Farbung mit dem
Oberflachenantikérper CD4 und die intrazellulare Zytokinfarbung statt. Bei den
untersuchten Zytokinen handelte es sich um TNFa, IFNy, IL-5 und IL-4. In den

%_Tieren konnte eine signifikant erhdéhte Zytokinantwort fir TNFa und IFNy

Prnp
nach Immunisierung mit dem Prion-Protein plus CpG-1826 im Vergleich zu den
Kontrolltieren, die nur das Adjuvants erhielten, festgestellt werden (Abbildung 19).
Es konnten keine Zytokine, die fur eine Th2-Immunantwort charakteristisch sind
(IL-4 und IL-5), nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die
Verwendung von CpG-1826 als Adjuvants, im Vergleich zu CpG-1668, die

zellulare Immunantwort verstarkt werden kann.
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Abbildung 19: Intrazellulare Zytokinfarbung von Milzzellen der Prnp®°-Mause nach

Immunisierung mit rek. mPrP und CpG-1826
Die linke Abbildung zeigt die fir TNFa positiven CD4*-Zellen (%) der unterschiedlichen
proteinimmunisierten Prnp®°-Mause. In der rechten Abbildung sind die fiir IFNy positiven
CD4*-Zellen der Prnp®°-Mause gezeigt. Die Mittelwerte sind durch einen Querbalken
dargestellt. Die Unterschiede in den beiden Gruppen waren statistisch signifikant fur fur
TNFa p=0,0095 (Mann-Whitney-Test)

Es wurden ebenfalls die immunisierten C57BL/6-Tiere auf ihre zellulare
Immunantwort untersucht. Die Ergebnisse zeigten keine Unterschiede in der
Zytokinproduktion von Milzzellen aus Mausen der Kontroligruppe, die nur
CpG-1826 erhielten, und der Gruppe, die das rek. mPrP mit CpG-1826 bekamen.
Allerdings gab es in der proteinimmunisierten Gruppe ein einzelnes Tier, dass eine
deutlich erhohte Zytokinantwort fur TNFo und IFNy zeigte (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Intrazellulare Zytokinfarbung von Milzzellen der C57BL/6-Mause
nach Immunisierung mit rek. mPrP und CpG-1826

Die linke Abbildung zeigt die fir TNFo positiven CD4"-Zellen (%) der unterschiedlichen

proteinimmunisierten C57BL/6-Mause. In der rechten Abbildung wurden die fur IFNy

positiven CD4"-Zellen der C57BL/6-Mause dargestellt. Die Mittelwerte sind durch einen

Querbalken dargestellt.
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3.1.9 Untersuchung der Proliferation der CD4"-Zellen der protein-

immunisierten Mause mit CpG-1826 als Adjuvants in vitro

Im nachsten Experiment wurden die Milzzellen der proteinimmunisierten Mause
kultiviert und in vitro spezifisch mit rekombinanten Prion-Protein stimuliert. Wenn
durch die Immunisierung T-Zellen induziert wurden, die spezifisch das Maus-
Prion-Protein erkennen, kam es nach Stimulation dieser Zellen in vitro zu einer
Proliferation. Die Ergebnisse zeigten eine spezifische zellulare Immunantwort
(T-Zell-Proliferation) der mit rek. mPrP  immunisierten Tiere. Die
Stimulationsindizes waren drei- bis viermal so hoch, wie die der Kontrolltiere, die

0/0

nur das Adjuvants erhielten (Abbildung 21). Die Milzzellen der Prnp~"-Mause, die

mit rek. mPrP und CpG-1826 immunisiert wurden, zeigten nach Antigen-
spezifischer Stimulation in vitro geringere Stimulationsindizes als die der mit rek.
mPrP und CpG-1668 immunisierten Prnp®°-Mause (Abbildung 14).
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Abbildung 21: Proliferationstest mit Milzzellen der mit rek. mPrP und CpG-1826
immunisierten Prnp®°-Mause

In dieser Abbildung sind die Mittelwerte der Stimulationsindizes fir die einzelnen Gruppen

mit deren Standardabweichung dargestellt. Die blauen Balken stehen flir die Zellen, die

mit 2,5ug/ml rek. mPrP stimuliert wurden und die roten Balken stehen fir die Zellen, die

mit 5ug/ml Antigen stimuliert wurden. (rek. mPrP+CpG-1826 n=7; CpG-1826 n=2)
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3.2 DNA-Immunisierung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Herstellung einer DNA-Vakzine gegen die
zellulare Form des Prion-Proteins (PrP®). Als Grundlage der DNA-Vakzine diente
der eukaryotische Expressionsvektor pCG, in welchen der kodierende Bereich des
Maus-PrP kloniert wurde (pCG-PrP). Zusatzlich wurde das T-Helfer (Th)-Epitop
des Tetanustoxins (P30) in den kodierenden Bereich des Maus-PrP kloniert
(pCG-PrP-P30).

Mit beiden Expressionsvektoren pCG-PrP und pCG-PrP-P30 sollten in Prnp®°-
und C57BL/6-Mausen Immunisierungen durchgefluhrt werden, um eine humorale
und zellulare Immunantwort gegen das Prion-Protein zu induzieren. Das
Th-Epitop, P30, sollte dabei die Immunantwort gegen das Prion-Protein verstarken
und mdglicherweise in C57BL/6-Mausen einen Toleranzbruch gegen PrP°
induzieren. Der leere pCG-Vektor diente in allen Experimenten als

Negativkontrolle.

3.2.1 Klonierung der DNA-Vakzine-Vektoren

Fur die Herstellung des pCG-PrP-Vektor wurde die Expressionskassette des
pAd-CMV-PrP-Vektors, welche den kodierenden Bereich des Maus-PrPs unter der
Kontrolle des CMV-Promotors enthalt, in den Vektor pCG kloniert. Die
Abbildung 22 zeigt die Expressionskassette des pAd-CMV-PrP Plasmids und das

Klonierungsschema.
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Abbildung 22: Herstellung des pCG-PrP-Vektors

Die Expressionskassette des pAd-CMV-PrP Plasmids, welche das Maus-PrP unter der
Kontrolle des CMV-Promotors enthalt, wurde in den pCG-Vektor kloniert. Dazu wurden
beide Plasmide mit SnaB | und Sal | geschnitten und das 2,3kb Fragment aus dem
pAd-CMV-PrP Plasmid mit den 3,9kb Fragment des pCG-Vektors ligiert.
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Die Herstellung des pCG-PrP-P30 Vektors wurde in zwei Klonierungsschritten
durchgefuhrt. Hierbei wurde das P30-Th-Epitop, bestehend aus einer kodierenden
Sequenz von 21 Aminosauren, zwischen die Codons 223 und 224 der
kodierenden Sequenz des PrPs kloniert. Im ersten Schritt erfolgte die Insertion
des P30-Epitopes an das Kodon 223 der N-terminalen PrP Sequenz, wobei das
Plasmid pBS-PrP-P30-C-term hergestellt wurde (Abbildung 23). Im zweiten Schritt
wurde die C-terminale PrP Sequenz mit dem Kodon 224-254 an die kodierende
Sequenz von PrP-P30 des Plasmids pBS-PrP-P30-C-term kloniert und der
pCG-PrP-P30 Vektor generiert (Abbildung 24).

Stul Stu |
Xho | );hO !
P30
pPBS-PrPcDNA_
EcoRlI (4.3 kb)
Xho |
Stu | Xho | o |
PrP P30 —4
/7 PrP
1 223 ; r —
pPBS-PrPcDNA_
P30-C-term
N\ \ Z

Abbildung 23: Klonierung des pCG-PrP-P30-Vektors (1. Schritt)

Die Sequenz des P30-Th-Epitopes wurde als Linker in die Eco RV-Schnittstelle des
Plasmid pBS kloniert und mit PCR aus dem pBS-P30-Vektor amplifiziert. Das PCR-
Produkt wurde mit Xho | verdaut und mit dem 3,7kb-Stu I/Xho I-Fragment des pBS-
PrPcDNA_EcoRI-Vektors ligiert. Der pBS-PrPcDNA_P30-C-term-Vektor enthalt die
Sequenz 1-223 und das P30-Th-Epitop.
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Abbildung 24: Klonierung des pCG-PrP-P30-Vektors (2. Schritt)

Ein 900kb-Fragment, das die Sequenz von PrP-P30 enthalt, wurde mit PCR und der DNA
pBS-PrPcDNA_P30-C-term erzeugt. Das Produkt wurde mit T4 Kinase behandelt und mit
Xba | verdaut. Ebenfalls mittels PCR wurde ein 6kb-Fragment des pCG-PrP-Vektors
amplifiziert, mit T4 Kinase behandelt und mit Xba | geschnitten. Nach Ligation beider
PCR-Fragmente entstand der Vektor pCG-PrP-P30.

3.2.2 Uberprifung der Konstrukte

Fir eine erfolgreiche DNA-Immunisierung in vivo ist die korrekte Klonierung der
DNA-Vakzine-Vektoren essentiell. Die Vektoren wurden deshalb mit

unterschiedlichen Methoden analysiert und uberpruft.

3.2.2.1 Sequenzanalyse

Die Expressionsvektoren pCG-PrP und pCG-PrP-P30 wurden einer
Sequenzanalyse unterzogen, um die korrekte Klonierung zu Uberprifen. Hierbei
wurden vom Vektor ausgehend die insertierten Gene Uberprift. Die
Sequenzierung des einklonierten Gens zeigte, dass sowohl der pCG-PrP als auch
der pCG-PrP-P30 in der richtigen Orientierung kloniert wurden, und dass die
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korrekte Sequenz vom Start- bis zum Stop-Kodon der insertierten Gene

vorhanden war.

3.2.2.2 Proteinexpression in vitro

Ein weiterer Schritt zur Kontrolle der Vektoren war die funktionelle Uberpriifung
der Expressionsvektoren. Der Nachweis von Proteinexpression wurde mittels
FACS- und Westernblot-Analyse gefuhrt.

Fir die Kontrolle der Konstrukte wurde eine transiente Transfektion in 293T-Zellen
durchgefuhrt. Bei den Transfektionsansatzen wurden Einzeltransfektionen mit den
Vektoren pCG-PrP, pCG-PrP-P30 und dem leeren pCG-Vektor gewanhlt.

Expressionskontrolle der Konstrukte durch FACS-Analyse

Die transfizierten Zellen wurden geerntet und mit dem 6H4 Antikorper inkubiert,
von dem bekannt ist, dass er PrP® auf der Oberfliche von 293T-Zellen binden
kann. Die Auswertung im Durchflulizytometer zeigte, dass die zellulare Form des
Prion-Proteins auf der Oberflache der 293T-Zellen sowohl nach Transfektion mit
dem pCG-PrP- als auch mit pCG-PrP-P30-Vektor exprimiert wird (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Expressionskontrolle der DNA-Konstrukte mittels FACS-Analyse
Beim violett-geflllten Histogramm handelt es sich um Zellen, die mit dem leeren
pCG-Vektor transfiziert wurden. Die grine Linie stellt Zellen dar, die mit pCG-PrP, und die
pinke Linie zeigt Zellen, die mit pCG-PrP-P30 transfiziert wurden.

Expressionkontrolle der Konstrukte mittels Westernblot
FUr die Westernblot-Analyse wurden die transfizierten 293T-Zellen lysiert. Auch
hier wurde der monoklonale 6H4 Antikorper fur die Detektion von PrP genutzt.

Dabei konnte auch im Westernblot die Expression von PrP° nachgewiesen
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werden. Durch das Einfigen des Th-Epitopes, P30 (21 Aminosauren), entstand
ein Fusionsprotein (PrP-P30), dessen Molekulargewicht groRer war, als das des
Prion-Proteins allein. Es konnte also gezeigt werden, dass das Einfugen des

P30-Epitopes die Expression von PrP nicht beeinflusst (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Westernblot-Analyse der Konstrukte

Die Detektion erfolgte mit dem 6H4 Antikérper. (1=pCG-PrP-P30; 2=pCG,;
3=pCG-PrP)

3.2.3 Immunisierungsprotokoll fir die DNA-Immunisierung

Nachdem bestatigt wurde, dass die Vektoren das gewunschte Antigen
exprimieren, erfolgte die Immunisierung von Prnp®°- und C57BL/6-M&usen. Die
Tiere wurden fur die ersten 4 Immunisierungen intradermal (i.d.) mit der jeweiligen
Plasmid-DNA immunisiert. Die 5. und 6. Immunisierung erfolgte subkutan (s.c.).
Als Negativkontrolle diente der leere pCG-Vektor. Das Applikationsvolumen betrug
100ug DNA in 50ul PBS. Die Auswertung der zellularen und humoralen
Immunantwort erfolgte eine Woche nach der sechsten Immunisierung
(Abbildung 27).

1.Boost 2.Boost 3.Boost 4.Boost 5.Boost
1 2 3 4 5 Monate
1 1 1 1 1
# I I 1 I | >
1. Immunisierung Auswertung

Abbildung 27: Immunisierungsschema bei der DNA-Immunisierung
Die Immunisierungen wurden im Abstand von 4 Wochen durchgeflihrt. Eine Woche nach
der letzten Immunisierung erfolgte die Analyse der induzierten Immunantwort.
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3.2.4 Untersuchung der induzierten Antikdrper in den Seren der

DNA-immunisierten Mause

Zum Nachweis der humoralen Immunantwort wurden die Seren der
DNA-immunisierten Mause auf PrP-spezifische Antikorper im ELISA untersucht.
Als Positivkontrolle diente wieder der monoklonale 6H4 Antikdrper. Das Serum der

Tiere, die nur den leeren pCG-Vektor erhielten, diente als Negativkontrolle.
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Abbildung 28: Anti-PrP® Antikérper in Prnp®°- und C57BL/6-Mausen nach DNA-
Immunisierung

Darstellung der Mittelwerte der verschiedenen Immunisierungsgruppen, Prnp  -Mause

(links) und C57BL/6-Mause (rechts), und deren Standardabweichung. Die Seren der

Prnp®°-Mé&use wurden 1:250 verdiinnt, die Seren der C57BL/6-Mause wurden in einer

Verdiinnung von 1:40 eingesetzt. (Prnp®°-M&use: pCG-PrP n=9; pCG-PrP-P30 n=9; pCG

n=5; C57BL/6-Mause: pCG-PrP n=10; pCG-PrP-P30 n=10; pCG n=5)

0/0

Es konnte gezeigt werden, dass beide PrP-exprimierenden Vektoren in der Lage
90_Mausen zu
induzieren (Abbildung 28), die zwischen pCG-PrP und pCG-PrP-P30 vergleichbar

war. Es wurden ebenfalls die Antikorper in den Seren der C57BL/6 Tiere

waren eine Antikérperantwort gegen das Prion-Protein in Prnp

untersucht. Die Analyse ergab, dass in Einzeltieren eine schwache
Antikdrperantwort nachgewiesen werden konnte (Abbildung 28). Es konnten
allerdings keine Unterschiede in der Antikdrperantwort zwischen den beiden
PrP-exprimierenden Vektoren festgestellt werden.

Im néchsten Schritt wurden die PrP-positiven Seren der Prnp®°

-Mause auf IgG1
und lgG2a untersucht. Hierbei sollte festgestellt werden, ob die beiden Vektoren
eine unterschiedliche Antikérperantwort induzieren, die auf das zusatzliche
Einfigen des Th-Epitopes P30 zurlckzufihren ware. Die Ergebnisse zeigten
allerdings, dass beide Plasmide in der Lage waren sowohl PrP-spezifische 1gG1-

als auch 1gG2a-Antikorper zu induzieren. Die IgG1-Antwort war bei beiden
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DNA-Vakzinen ausgepragter (Abbildung 29). Das zusatzliche Einfligen des Th-
Epitopes P30 hatte keinen Einfluss auf die Antikdrperantwort. Die Untersuchung
auf IgG1 und IgG2a wurde bei den C57BL/6-Mausen nicht durchgefuhrt, da nach
Messung der Gesamtimmunglobuline nur vereinzelt eine schwache
Antikorperantwort gegen das Prion-Protein nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 29: Anti-PrP® Immunglobulinsubtypen in Prnp®®- Mausen nach DNA-
Immunisierung

Darstellung der Mittelwerte der verschiedenen Immunisierungsgruppen (pCG-PrP n=5;

pCG-PrP-P30 n=9; pCG n=5). Die Seren wurden 1:250 verdinnt. Fur die Detektion wurde

anti-Maus IgG1 (schwarzer Balken) und anti-Maus IgG2a (weil3er Balken) verwendet.

3.2.5 FACS-Analyse der Seren von DNA-immunisierten Tieren

Im ELISA konnte gezeigt werden, dass die Vektoren in der Lage waren eine

%_Tieren zu induzieren. Es sollte nun gezeigt

Antikérperantwort in den Prnp
werden, ob die Seren auch die zellulare Form des Prion-Proteins auf der
Zelloberflache des A3-Klons erkennen. Hierfur wurden die Seren mit den Zellen
inkubiert und die Bindung mit einem anti-Maus-IgG-FITC gekoppelten Antikdrper
detektiert und im FACS dargestellt. Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die im
ELISA positiv getesteten Seren ebenfalls in der Lage waren, natives PrP® zu

erkennen, und zu binden (Abbildung 30).
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Abbildung 30: FACS-Analyse der Seren der DNA-immunisierten Prnp®°-Mause auf
N2a-Zellen

50ul der Seren wurde unverdinnt auf die Zellen gegeben. Die Abbildung auf der linken
Seite zeigt Seren von pCG-PrP immunisierten Tieren (grin, tirkis, pink), die Abbildung
auf der rechten Seite zeigt Seren der Mause, die mit dem pCG-PrP-P30-Vektor
immunisiert wurden (trkis, griin, hellviolett). Als Negativkontrolle diente das Serum eines
Tieres, dass mit dem leeren Vektor pCG immunisiert wurde (violett-geflilltes Histogramm).
Fir die Positivkontrolle wurde der 6H4 AntikOrper eingesetzt (orange).

Die Seren der immunisierten C57BL/6-Mause wurden ebenfalls im FACS auf
PrP-bindende Antikérper hin untersucht. Es konnte sowohl in der Gruppe der
pCG-PrP immunisierten C57BL/6-Mause als auch in der Gruppe, die mit
pCG-PrP-P30 immunisiert wurde, jeweils ein Tier gefunden werden, das eine
schwache Antikérperbindung an die zellulare Form des Prion-Proteins aufwies
(Abbildung 31). Bei allen anderen Tieren dieser Gruppen konnte keine

Antikorperbindung an das native Prion-Protein nachgeweisen werden.
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Abbildung 31: FACS-Analyse der Seren der DNA-immunisierter C57BL/6-Mause auf
N2a-Zellen

50pl der Seren wurde unverdunnt auf die Zellen gegeben. Die Abbildung auf der linken

Seite zeigt Seren von pCG-PrP immunisierten Tieren (griin), die Abbildung auf der

rechten Seite zeigt Seren der Mause, die mit dem pCG-PrP-P30-Vektor immunisiert

wurden (grin). Als Negativkontrolle diente das Serum eines Tieres, dass mit dem leeren

Vektor pCG immunisiert wurde (violett-gefiillites Histogramm).
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3.2.6 Westernblot-Analyse mit Seren der DNA-immunisierten Mause

Die Ergebnisse der vorangegangenen Experimente haben verdeutlicht, dass die
durch DNA-Immunisierung induzierten Antikorper in der Lage waren, die zellulare
Form des Prion-Proteins auf der Oberflache zu binden. Im nachsten Schritt sollte
analysiert werden, ob diese Antikdrper auch die pathogene Form des Prion-
Proteins binden. Fur diesen Ansatz wurden verschiedene Gehirnhomogenate, die
unter 3.1.3 beschrieben wurden, im Westernblot getestet. Es konnte gezeigt

werden, dass sowohl Prnp®°

-Tiere, die mit dem pCG-PrP-Vektor immunisiert
worden waren, als auch die pCG-PrP-P30 immunisierten Tiere, PrPS° erkennen
und binden konnten (Abbildung 32). Der gleiche Versuch wurde auch mit den
Seren der C57BL/6-Tiere durchgeflihrt. Bei diesen Seren konnte allerdings keine

Antikérperbindung an PrP¢ detektiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 32: Westernblot-Analyse der DNA-immunisierten Prnp®°-Mause

Die Gehirnhomogenate wurden in folgender Reihenfolge aufgetragen: C57BL/6- (1, 4, 7,
10, 13, 16) und Scrapie-infiziertes C57BL/6- (2, 5, 8, 11, 14, 17), PrnpO’O-Gehirn (3, 6, 9,
12, 15, 18). Die Seren wurden in einer 1:1000 Verdinnung auf die Membran gegeben. Als
Positivkontrolle diente der monoklonale 6H4 Antikérper (Spur 7-9). Spur 1-6: Seren der
Tiere, die mit pCG-PrP immunisiert wurden; Spur 10-18: Seren der Tiere, die mit
pCG-PrP-P30 immunisiert wurden.
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3.2.7 Inhibition der PrP®¢ Akkumulation in vitro mit Seren der DNA-

immunisierten Mause

Die Antikorper, die durch die DNA-Immunisierung induziert wurden, waren in der
Lage PrP®° zu binden. Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Seren
der Prnp®- oder C57BL/6-Mause die PrPS®-Akkumulation in vitro hemmen
kénnen. Fur dieses Experiment wurden ScN2a Zellen mit den Seren der
unterschiedlich immunisierten Mause Uber funf Tage behandelt, anschliel3end
lysiert und im Westernblot ausgewertet. Es konnte gezeigt werden, dass alle, der
im ELISA positiv getesteten Seren der Prnp®°-Tiere, das PrP%¢-Signal verringern
konnten. Es konnten keine Unterschiede zwischen den Seren der mit pCG-PrP
oder pCG-PrP-P30 immunisierten Tiere festgestellt werden. Der Westernblot zeigt,
dass durch die Behandlung der ScN2a-Zellen mit den Seren der immunisierten

Tiere, auch eine Verminderung des PrP®-Signal eintrat (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Westernblot der Zellysate der ScN2a-Zellen nach Behandlung mit
den Seren der DNA-immunisierten Prnp®°-Mause

ScN2a-Zellen, die mit Seren der Tiere behandelt wurden, die den pCG-PrP-Vektor

erhielten (Spur 1-3); Zellen, die mit Serum der Tiere behandelt wurden, die den pCG-PrP-

P30-Vektor erhielten (Spur 4-5) Negativkontrolle=pCG, Zellen wurden mit Serum eines

Tieres behandelt, dass den leeren Vektor bekommen hat (Spur 6); M=Marker;

PK=Proteinase K; unverdaut (-)=PrP®; verdaut (+)=PrP*°

Die Behandlung der ScN2a-Zellen mit den Seren der C57BL/6-Mause zeigte
dagegen keinen Einfluss auf die PrPS°-Akkumulation (Abbildung 34).
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PK + + + + + + + +

Abbildung 34: Westernblot der Zellysate der ScN2a-Zellen nach Behandlung mit
den Seren der DNA-immunisierten C57BL/6-Mause

Es wurden nur die mit Proteinase K verdauten Zelllysate aufgetragen (=PrP*°). Spur 1-3:

Zellen mit Seren der pCG-PrP immunisierten Mause behandelt; Spur 4-7: Zellen mit

Seren der pCG-PrP-P30 immunisierten Mause behandelt; Spur 8: Negativkontrolle, Zellen

mit Serum von pCG immunisierter Maus; M=Marker

3.2.8 Untersuchung der intrazellularen Zytokinantwort nach DNA-

Immunisierung

FiUr die Untersuchung der zellularen Immunantwort nach Immunisierung mit den
unterschiedlichen Vektoren, wurde unter anderem die intrazellulare Zytokinfarbung
in T-Zellen durchgefuhrt. Hierfir wurden die Milzen der immunisierten Mause
entnommen und die Zellen separiert. Fur die Unterscheidung der
T-Zellsubpopulationen, Th1 und Th2, anhand ihres Zytokinmusters, wurden IFNy
und TNFa (Th1) und IL-5 und IL-4 (Th2) als Markerzytokine verwendet. Da durch
die DNA-Immunisierung sowohl eine MHC-Klasse-I-, zytotoxische T-Zellen (CD8"-
Zellen), als auch eine MHC-Klasse-IlI-Antwort, T-Helfer-Zellen (CD4"-Zellen)
induziert wird, wurde die Immunantwort ebenfalls auf Unterschiede fir CD4"- und
CD8"-Zellen hin untersucht. Dieser Versuch wurde fiir die Prnp®°- und C57BL/6-
Mause durchgefihrt. Es konnte eine TNFa- und IFNy-Antwort fir CD4"-Zellen
nach DNA-Immunisierung mit dem pCG-PrP-Vektor nachgewiesen werden, die
sich allerdings nicht von der Zytokinantwort, die durch den leeren Vektor induziert
wurde, unterschied. Vergleichbare Ergebnisse konnte fur die TNFa— und IFNy-
Antwort der CD4*-Zellen der Prnp®°-Méause, die mit dem pCG-PrP-P30-Vektor
immunisiert worden waren, gezeigt werden. Die intrazellulare Zytokinfarbung der
CD8*-Zellen der Prnp”°-Mause, die den pCG-PrP-Vektor erhielten, ergab
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ebenfalls eine TNFa-und IFNy-Antwort. Diese Zytokinantwort war allerdings
vergleichbar zur CD8"-Antwort der mit dem pCG-PrP-P30 oder dem Kontrollvektor

immunisierten Prnp®°-Mause (Abbildung 35). Es konnte weder fiir die CD4*- noch
0/0

fur die CD8"-Zellen der unterschiedlich DNA-immunisierten Prnp”°-M&use die
Zytokine IL-5 und IL-4 nachgewiesen werden.
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Abbildung 35: Intrazellulare Zytokinantwort in Prnp®°-M&usen nach DNA-
Immunisierung

Die oberen Diagramme zeigen die Zytokinantwort fiir CD4"-Zellen; TNFa. (links) und IFNy

(rechts). In den unteren beiden Diagrammen ist die Zytokinantwort fir CD8"-Zellen

dargestellt; TNFa (links) und IFNy (rechts). Als Negativkontrollen wurden Tiere genutzt,

die nur den leeren Vektor erhielten. (pCG-PrP n=9; pCG-PrP-P30 n=9; pCG n=5)

Die Ergebnisse der intrazellularen Zytokinantwort flir C57BL/6-Mause, die mit dem
pCG-PrP-Vektor immunisiert wurden, zeigen eine TNFa- und IFNy-Antwort in den
CD4'- und CD8"-Zellen. Diese Zytokinantwort ist fiir die CD8"-Zellen signifikant
(Mann-Whitney-Test) unterschiedlich zur Zytokinantwort der Kontrolltiere
(TNFa p=0,047 und IFNy p=0,0193). In den CD4"-Zellen konnte eine starke TNFa.-

und IFNy-Antwort gezeigt werden, diese war jedoch nicht signifikant verschieden
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zur induzierten Immunantwort in den Kontrolltieren (Abbildung 36). Die
Immunisierung mit pCG-PrP fuhrte zu keiner Induktion der Zytokine IL-4 und IL-5.
Durch die Immunisierung mit dem pCG-PrP-P30-Vektor in C57BL/6-Mause konnte
nur eine schwache zellulare Immunantwort in den CD4"- und CD8"-Zellen
induziert werden. Die Zytokinantwort fir TNFa und IFNy war vergleichbar mit der
der Kontrolltiere, die nur den leeren Vektor erhalten haben (Abbildung 36). Es
konnten keine Zytokine der Th2-Antwort (IL-4 und IL-5) nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Es konnte also gezeigt werden, dass die intrazellulare
Zytokinantwort nicht durch das Einfugen des Th-Epitopes P30 erhdht wird.
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Abbildung 36: Intrazellulare Zytokinantwort in C57BL/6-M&usen nach DNA-
Immunisierung

Die oberen Diagramme zeigen die Zytokinantwort fiir CD4"-Zellen; TNFa. (links) und IFNy

(rechts). In den unteren beiden Diagrammen ist die Zytokinantwort fiir CD8"-Zellen

dargestellt; TNFa (links) und IFNy (rechts). Als Negativkontrollen wurden Tiere genutzt,

die nur den leeren Vektor erhielten (pCG-PrP n=10; pCG-PrP-P30 n=10; pCG n=5).

Es konnte ein signifikanter Unterschied zwischen pCG-PrP und pCG immunisierten

C57BL/6-Mausen flir TNFa'CD8*-Zellen (p=0,0047) und IFNy'CD8"-Zellen (p=0,0193)

(Mann-Whitney-Test).
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3.2.9 Untersuchung der PrP-spezifischen Proliferation der CD4"-Zellen

der DNA-immunisierten Mause in vitro

Fir die weitere Analyse der zellularen Immunantwort, wurde der Proliferationstest
durchgefuhrt. Hierbei wurden die Milzzellen der DNA-immunisierten Mause
spezifisch mit rekombinantem Prion-Protein stimuliert. Da flr das Prion-Protein
noch keine spezifischen T-Zell-Epitope bekannt sind, war eine Stimulation mit
Peptiden, wie es nach DNA-Immunisierung Gblich ist, um CD8"-Zellen zu
stimulieren, nicht moglich. Das heil3t, es wurden in diesem Test durch die

Stimulation mit rek. mPrP nur die spezifischen CD4"-Zellen zur Proliferation

0/0

angeregt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Milzzellen der Prnp~"-Mause, die mit

pCG-PrP-P30 immunisiert wurden, nach spezifischer Stimulation eine starkere
Proliferation aufwiesen, als die Zellen der Prnp®°-Mause, die mit pCG-PrP oder

dem leeren pCG-Vektor immunisiert worden waren. Die Milzzellen der mit

0/0

pCG-PrP immunisierten Prnp~--Mause zeigte nur eine schwache Proliferation im

Vergleich zu den Milzzellen der pCG-Kontrollgruppe (Abbildung 37). Es konnte
keine PrP-spezifische Proliferation in den Milzzellen der immunisierten

C57BL/6-Mause nachgewiesen werden.
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Abbildung 37: Proliferationsassay der Prnp®°-Tiere nach DNA-Immunisierung

In dieser Abbildung sind die Mittelwerte der Stimulationsfaktoren fir die einzelnen
Gruppen mit deren Standardabweichung dargestellt. Die blauen Balken stehen fir die
Zellen, die mit 2,5ug/ml rek. mPrP stimuliert wurden und die roten Balken stehen flir die
Zellen, die mit 5ug/ml Antigen stimuliert wurden (pCG-PrP n=9; pCG-PrP-P30 n=9; pCG
n=2)
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3.2.10 Zytokine im Zellkulturiberstand von PrP-stimulierten Milzzellen

0/0

immunisierter Prnp™-Mause

Eine weitere Methode zur Untersuchung der zellularen Immunantwort, ist die
Messung der Zytokine im Uberstand nach spezifischer Stimulation der Milzzellen
der immunisierten Mause mit rek. mPrP. Bei diesem Versuch erfolgte die Analyse
der sich im Uberstand befindenden Zytokine 48 Std. nach Stimulation mit Hilfe des
CBA-Kits. Hierfir wurden IL-2, IL-4, IL-10, IFNy und TNFa untersucht. Die
Messung ergab, dass bei spezifischer Restimulation der Milzzellen der pCG-PrP

immunisierten Prnp®°

-Mause mit rek. mPrP sowohl TNFa als auch IFNy im
Zellkulturiberstand nachgewiesen werden konnte. Bei den Milzzellen der
Prnp®°-Mause, die mit dem pCG-PrP-P30-Vektor immunisiert und in vitro
restimuliert wurden kam es zu einer Ausschuttung von IFNy in den
Zellkulturiiberstand. Es konnte keine Zytokine im Uberstand der restimulierten
Milzzellen von Mausen detektiert werden, die mit dem leeren Vektor immunisiert
wurden (Abbildung 38). Desweiteren konnte in keinem der Zellkulturiberstande

IL-2, IL4 oder IL-10 nachgewiesen werden.
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Abbildung 38: Zytokine im Uberstand von in vitro stimulierten Milzzellen
DNA-immunisierter Prnp®°-Mause

In dieser Abbildung sind die Mittelwerte der Zytokinkonzentrationen in

Zellkulturiberstanden fur IFNy (links) und TNFa (rechts) und deren Standardabweichung

dargestellt. Die blauen Balken stehen fiir die Uberstande der Zellen, die mit 2,5ug/ml rek.

mPrP stimuliert wurden und die roten Balken stehen fiir die Uberstande der Zellen, die mit

5ug/ml Antigen stimuliert wurden (pCG-PrP n=9; pCG-PrP-P30 n=9; pCG n=2).
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3.3 Kombination von DNA- und Proteinimmunisierung

Da es durch die vorangegangenen Immunisierungen nicht moglich war, die
Toleranz in C57BL/6-Mausen gegen das Prion-Protein zu brechen, wurden
DNA- und Proteinimmunisierung kombiniert, um so eine spezifische Immunantwort
zu induzieren. Fir dieses Immunisierungsprotokoll wurden Prnp®°- und C57BL/6-
Mause Uber 5 Monate mit den verschiedenen DNA-Vektoren immunisiert, und
anschlielend erhielten die Tiere zwei Immunisierungen mit dem rekombinanten
Maus-Prion-Protein und CpG-1668 als Adjuvants (Abbildung 39). Die Kontrolltiere
erhielten den leeren Vektor pCG und spater nur das Adjuvants CpG-1668. Es
wurden wieder der pCG-PrP und der pCG-PrP-P30-Vektor fur die DNA-

Immunisierung genutzt.

1.Boost 2.Boost 3.Boost 4.Boost 5.Boost 6.Boost
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Abbildung 39: Immunisierungsschema DNA-Impfstoff + Protein in Prnp®’- und
C57BL/6-Méausen

Die Immunisierungen erfolgten im Abstand von 4 Wochen. Eine Woche nach der letzten

Immunisierung erfolgte die Untersuchung der immunisierten Mause auf ihre humorale und

zellulare Immunantwort gegen das Prion-Protein.

Die DNA wurde, wie auch in den vorangegangenen Experimenten, in einer
Konzentration von 100ug in 50yl PBS verabreicht. Die ersten drei
DNA-Immunisierungen wurden intradermal, und die 4. und 5. Immunisierung
wurde subkutan durchgefiihrt. Die letzten beiden Immunisierungen erfolgten mit
Protein (rek. mPrP) und Adjuvants (CpG-1668) subkutan.

3.3.1 Untersuchung der induzierten Antikdrper nach

Kombinationsimmunisierung mit DNA und Protein

Die immunisierten Prnp®°- und C57BL/6-Mause wurden sieben Tage nach der

letzten Immunisierung getotet, und Blut fur die Untersuchung der humoralen
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Immunantwort abgenommen. Es erfolgte eine Analyse der Seren auf spezifische

Antikorper gegen das rekombinante Maus-Prion-Protein (rek. mPrP) im ELISA.

0/0

Die Ergebnisse zeigen, dass in fast allen Prnp"-Tieren eine Antikorperantwort

nach DNA-Immunisierung kombiniert mit Proteinimmunisierung induziert werden

0/0

konnte. Es gab nur in der Gruppe der Prnp~"-Tiere, die mit pCG-PrP immunisiert

wurden Seren, in denen keine Antikorper nachgewiesen werden konnten

0/0

(Abbildung 40). Die induzierten Antikorpertiter gegen das PrP in Prnp~--Mause,

die mit dem pCG-PrP-Vektor und Protein immunisiert worden waren, waren

O0_Mause, die mit

vergleichbar mit den Antikdrpertitern, die in der Gruppe der Prnp
dem pCG-PrP-P30-Vektor und Protein nachgewiesen werden konnten.

Es wurden ebenfalls die Seren der immunisierten C57BL/6-Mause untersucht. Es
konnten jedoch keine spezifischen Antikorper gegen das rek. mPrP detektiert

werden (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Anti-PrP¢ Antikérper in Prnp®- und C57BL/6-Mausen nach
kombinierter DNA- und Proteinimmunisierung

Darstellung der Mittelwerte der verschiedenen Immunisierungsgruppen, Prnp~"-Mause
(links) und C57BL/6-Mause (rechts), und deren Standardabweichung. Die Seren der
PrnpO/O-Méuse wurden 1:1000 verdlinnt, die Seren der C57BL/6-Mause wurden in einer
Verdiinnung von 1:40 eingesetzt. (Prnp®°-M&use: pCG-PrP+Protein n=6; pCG-PrP-
P30+Protein n=5; pCG+CpG-1668 n=4; C57BL/6-Mause: pCG-PrP+Protein n=10; pCG-
PrP-P30+Protein n=10; pCG+CpG-1668 n=10)

0/0

Die im ELISA fur Gesamt-Immunglobuline positiv getesteten Seren der

90_Mzuse wurden im nachsten Schritt auf die Subtypen IgG1 und IgG2a

Prnp
untersucht, um einen Einfluss der Kombination von DNA und Protein auf die
Polarisierung der Th-Antwort nachzuweisen. Die Resultate zeigten sowohl in der
Gruppe der Mause, die den pCG-PrP-Vektor und Protein bekommen hatte, als

auch in der Gruppe der Mause, die den pCG-PrP-P30-Vektor und Protein eine
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Induktion von PrP-spezifischen 1gG1- und IgG2a-Antikérpern. Die I1gG1-
Antikorperantwort war dominierend. Als Negativkontrolle diente die Gruppe der
Mause, die den leeren Vektor und nur das Adjuvants erhielten. Diese Tiere zeigten

wie erwartet keine Antikdrperantwort gegen das Prion-Protein (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Anti-PrP® Immunglobulinsubtypen in  Prnp®-M&ausen nach

Immunisierung mit DNA + Protein in Prnp®’-Mause
Darstellung der Mittelwerte der verschiedenen Immunisierungsgruppen (pCG-PrP+Protein
n=3; pCG-PrP-P30+Protein n=5; pCG n=5). Die Seren wurden 1:1000 verdlnnt. Fir die
Detektion wurde anti-Maus I1gG1 (schwarzer Balken) und anti-Maus 1gG2a (weilker
Balken) verwendet.

3.3.2 FACS-Analyse der Seren nach Kombinationsimmunisierung mit
DNA und Protein

Im ELISA konnte gezeigt werden, dass in Prnp°

-Mausen eine spezifische
Antikdrperantwort gegen das Prion-Protein induziert wurde, wohingegen keine
Antikorper in den Seren der immunisierten C57BL/6-Mause nachgeweisen werden
konnten. Durch die FACS-Analyse sollte untersucht werden, ob in den im ELISA

negativ getesteten Seren der C57BL/6- oder Prnp®°

-Mause, aus der Gruppe der
pCG-PrP  und proteinimmunisierten Mause, strukturabhangige Antikorper
vorhanden sind, die nur an die zelluldare Form des Prion-Proteins binden. Daflr
wurden die Seren mit den PrPC-iiberexprimierenden N2a-Zellen inkubiert und im
DurchfluRzytometer analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass nur die Seren, die
auch im ELISA auf spezifische Antikdrper gegen das Prion-Protein positiv getestet

wurden, das Prion-Protein auf N2a-Zellen erkennen und binden (Abbildung 42).
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Mit den negativen Seren der C57BL/6- und Prnp®°-Mause konnte dagegen keine
Antikorperbindung im FACS detektiert werden (Abbildung 42).
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Abbildung 42: FACS-Analyse der Seren der Prnp®’-Mause nach Kombinations-
immunisierung mit DNA und Protein

50ul der Seren wurde auf die Zellen gegeben. Die Abbildung auf der linken Seite zeigt

Seren von pCG-PrP+Protein immunisierten Tieren (grin, blau, pink), die Abbildung auf

der rechten Seite zeigt Seren von pCG-PrP-P30+Protein immunisierten Tieren (pink,

grin). Negativkontrolle: Serum eines Tieres, dass mit dem leeren Vektor pCG+CpG-1668

immunisiert wurde (violett-gefilltes Histogramm) Positivkontrolle: 6H4-Antikérper (orange)

3.3.3 Untersuchung der intrazellularen Zytokinantwort nach

Kombination von DNA- und Proteinimmunisierung

Bei den Mausen, die sowohl mit DNA als auch mit Protein immunisiert wurden,
erfolgte die Untersuchung der zellularen Immunantwort mit Hilfe der intrazellularen
Zytokinfarbung. Als Markerzytokine wurden TNFa und IFNy (Th1) und IL-4 und
IL-5 (Th2) verwendet. Die Milzzellen der immunisierten Mause wurde ex vivo
durch eine anti-CD3/CD28 Behandlung stimuliert, um die durch die Immunisierung
stimulierten T-Zellen zu aktivieren, und eine Zytokinproduktion in den Zellen zu
induzieren. Es konnte durch die intrazellulare Zytokinfarbung der T-Zellen der

9°_M3use, die mit pCG-PrP und Protein immunisiert worden waren, eine hohe

Prnp
TNFa- und IFNy-Antwort nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse unterschieden
sich nicht von denen der Prnp®°-Mause, die mit pCG-PrP-P30 und Protein oder
dem leeren Vektor und Adjuvants immunisiert worden waren. Die Zytokinantwort
fir TNFo. und IFNy war insgesamt starker in den CD8"-Zellen, als in den
CD4"-Zellen, allerdings gab es keine Unterschiede zwischen den verschieden
immunisierten Mausen. Es konnte weder IL-5 noch IL-10 in den CD4"- bzw. CD8"-

0/0

Zellen der immunisierten Prnp~“-Mause gemessen werden (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Intrazellulare Zytokinfarbung nach DNA- und Proteinimmunisierung
in Milzzellen von Prnp®°-Mausen

Die oberen Diagramme zeigen die Zytokinantwort fiir CD4"-Zellen; TNFa (links) und IFNy

(rechts). In den unteren beiden Diagrammen ist die Zytokinantwort fir CD8"-Zellen

dargestellt; TNFa (links) und IFNy (rechts). Als Negativkontrollen wurden Tiere genutzt,

die nur den leeren Vektor mit dem Adjuvants erhielten (pCG-PrP+Protein n=6;

pCG-PrP-P30+Protein n=5; pCG+CpG-1668 n=4).

Die Untersuchung der intrazellularen Zytokinantwort der C57BL/6-Mause ergab,
dass nach Immunisierung mit pCG-PrP und Protein eine starke TNFa-Antwort fur
CD4"-und CD8"-Zellen induziert wurde. Diese Ergebnisse konnten auch fiur die
Milzzellen der pCG-PrP-P30 und Protein immunisierten Mause gezeigt werden.
Die induzierte Zytokinantwort unterschied sich nicht von der der Kontrollgruppe,
die nur den leeren Vektor und das Adjuvants erhalten hatte. Die durch die
Immunisierung von DNA und Protein induzierte IFNy-Antwort fir CD4*- und
CD8"-Zellen war schwacher als die TNFa-Antwort, unterschied sich jedoch nicht

zwischen den unterschiedlich immunisierten C57BL/6-Mausen (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Intrazellulare Zytokinfarbung nach Immunisierung mit DNA + Protein
in C57BL/6-Mausen

Die oberen Diagramme zeigen die Zytokinantwort fiir CD4"-Zellen; TNFa (links) und IFNy

(rechts). In den unteren beiden Diagrammen ist die Zytokinantwort fir CD8"-Zellen

dargestellt; TNFa (links) und IFNy (rechts). Als Negativkontrollen wurden Tiere genutzt,

die nur den leeren Vektor mit dem Adjuvants erhielten (pCG-PrP+Protein n=10;

pCG-PrP-P30+Protein n=10; pCG+CpG-1668 n=10)

3.3.4 Inokulationen der C57BL/6-Mause mit Maus-Prionen

Fir die Untersuchung edr Fragestellung, ob die Immunisierung einen Einfluss auf
die Entwickung von Scrapie im Mausmodell hat, wurden die mit DNA und Protein
immunisierten Tiere eine Woche nach der letzten Immunisierung mit 3 log LDsg
infektiosen Einheiten des “Rocky Mountain Laboratory“-Scrapie Stammes (RML)
intraperitoneal (i.p.) infiziert. Als Kontrollen dienten Mause, die nur den leeren
Vektor erhielten oder C57BL/6-Tiere, die nicht immunisiert wurden. Die Inokulation
von nicht behandelten C57BL/6-Mausen sollte zeigen, ob der Vektor allein schon

zu einer Verlangerung der Inkubationszeit von Scrapie fihren kann.
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3.3.5 Untersuchung der induzierten Antikdrper in den Seren der DNA-/

proteinimmunisierten Mause nach Inokulation

Nachdem die Tiere erkrankt sind und im terminalen Stadium getdtet wurden,
erfolgte die Blutentnahme. Die Seren der inokulierten Tiere wurden auf Antikorper
gegen das Maus-Prion-Protein untersucht. Hierbei sollte kontrolliert werden, ob
sich die durch die Immunisierung induzierte humorale Immunantwort nach
Inokulation veranderte. Es konnte keine spezifische Antikdrperantwort gegen das
Prion-Protein in den immunisierten und nicht immunisierten Gruppen
nachgewiesen werden (Abbildung 45).

2 4

pCG-PrP + pCG-PrP-P30 + pCG +
Protein + RML Protein + RML CpG-1668+ RML

Abbildung 45: Anti-PrP® Antikérper in C57BL/6-Mausen nach kombinierter DNA-
und Proteinimmunisierung und Inokulation mit RML

Die immunisierten Tiere wurden mit RML inokuliert und die Seren im terminalen Stadium

gewonnen. Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung gegen das Prion-Protein

in terminalen C57BL/6-Mausen; (pCG-PrP+ProteintRML n=5; pCG-PrP-P30+Protein

+RML n=5; pCG+CpG-1668+RML n=7)

Die Seren der im terminalem Stadium getoteten immunisierten und nicht
immunisierten C57BL/6-Mause wurden ebenfalls im FACS auf mogliche
Antikérperbindung hin untersucht. Es konnten keine spezifischen Antikdrper gegen
die zellulare Form des Prion-Proteins auf den N2a-Zellen nachgewiesen werden
(Abbildung 46).
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Abbildung 46: FACS-Analyse der Seren der terminal erkrankten C57BL/6-Mause

Die immunisierten Tiere wurden mit RML inokuliert und die Seren im terminalen Stadium
gewonnen. 50yl der Seren wurde unverdunnt auf die Zellen gegeben. Die Abbildung zeigt
Seren von pCG-PrP+Protein immunisierten und mit RML inokulierten Tieren (grin, pink),
Seren der Mause, die mit dem pCG-PrP-P30-Vektor+Protein immunisiert und mit RML
inokuliert wurden (blau, orange), Seren der Mause, die mit dem leeren Vektor+CpG-1668
immunisiert und mit RML inokuliert wurden (gelb, tirkis). Als Negativkontrolle diente das
Serum eines Tieres, dass nicht immunisiert, aber mit RML inokuliert wurde (violett-
gefllltes Histogramm).

3.3.6 Bestimmung der Infektiositatstiter der inokulierten C57BL/6-
Mause

Fir die Bestimmung der Infektiositatstiter, die sich 45 Tage nach Inokulation in
den Milzen der immunisierten und nicht immunisierten Mausen befand, wurde der
Bioassay genutzt (Fischer et al., 1996). Fur diese Analyse wurde ein 1%iges
Milzhomogenat hergestellt und in Tg20-Mause, die PrP¢ (iberexprimieren,
intracerebral appliziert. Die Tg20-Mause haben eine verkurzte Inkubationszeit
nach Inokulation, wodurch man innerhalb kurzer Zeit erste Aussagen Uber die
vorhandene Infektiositat in den Milzhomogenaten treffen kann. Die Ergebnisse
zeigten keine Unterschiede in der Inkubationszeit zwischen Tg20-Tieren, die das
Milzhomogenat von pCG-PrP-, pCG-PrP-P30-, pCG- oder nicht immunisierten
Mausen erhielten. Das heift, dass sich in allen Tieren, unabhangig von der
Immunisierung, zum Zeitpunkt 45 Tage nach Inokulation die gleiche Menge an

Maus-Prionen in der Milz befand (Daten nicht gezeigt).

3.3.7 Uberlebensanalyse

Die Mause aus den unterschiedlichen Kombinationsimmunisierungen wurden

nach Inokulation auf die Entwicklung und madgliche Unterschiede in der
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Krankheitsentstehung untersucht. Die immunisierten und nicht immunisierten
Mause wurden ab Tag 150 nach Infektion regelmaflig auf Krankheitssymptome
untersucht. Im terminalen Stadium der Erkrankung erfolgte der Abbruch des
Experiments. Die Mause wurden getdtet und die Organe (Hirn und Milz)
entnommen. Die Inkubationszeit bis zum terminalen Stadium ist in Abbildung 47
dargestellt. Es konnten keine Unterschiede im Krankheitsverlauf zwischen den
verschiedenen inokulierten Gruppen festgestellt werden. Fur die C57BL/6-Mause,
die mit pCG-PrP und Protein immunisiert wurden ergab sich eine Inkubationszeit
von 245 + 18 Tagen. Mause, die den pCG-PrP-P30-Vektor und Protein erhalten
haben, zeigten eine Inkubationszeit von 238 + 13 Tagen und das Kontrolltiere, das
mit dem leeren Vektor und dem Adjuvants immunisiert wurden zeigte eine
Inkubationszeit von 238 Tagen. Bei den C57BL/6-Mausen, die nicht immunisiert
wurde konnte eine Inkubationszeit von 237 + 10 gezeigt werden. Das bedeutet,

dass die Immunisierung keinen Einfluss auf die Inkubationszeit hatte.
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Abbildung 47: Uberlebenskurve der inokulierten C57BL/6-M&ause

Die prozentuale Uberlensrate wurde in einer Kaplan-Meyer's-Kurve dargestellt.
pCG+CpG-1668 (238 Tage n=1), pCG-PrP+Protein (245 %+ 18 Tage n=6),
pCG-PrP-P30+Protein (238 + 13 Tage n=7), Wildtyptiere (wt) (237+10 Tage n=9)

3.3.8 Untersuchung der Organe der terminal erkrankten Mause auf
Prp®e

Von den entnommenen Organen wurden 10%ige Homogenate hergestellt. Die

Gehirne wurden in PBS mit Proteaseinhibitoren homogenisiert und ein Teil mit

Proteinase K behandelt, um die zellulare Form des Prion-Proteins von der

pathogenen Form unterscheiden zu konnen. Die Analyse erfolgte mit dem
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monoklonalen Antikorper 6H4. Es konnte in allen erkrankten Tieren PrPS¢ im

Gehirn nachgewiesen werden (Abbildung 48).
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40 -

30 -

20 -

M 1 2 3 4

Abbildung 48: Westernblot der Hirnhomogenate

Im Westernblot sind Gehirnhomogenate von immunisierten/nicht immunisierten und mit
RML inokuliertenr Mausen unverdaut (-) und verdaut (+) aufgetragen. Der Verdau erfolgte
mit Proteinase K (PK). (C57BL/6+RML, 1; pCG+CpG-1668+RML, 2; pCG-PrP+Protein+
RML, 3; pCG-PrP-P30+Protein+RML 4; M=Marker)

Um die Milzproben im Westernblot zu analysieren, wurde eine Anreicherung von
PrP5¢ durch Phosphotungstate durchgefiihrt. Bei dieser Methode bildet, bei
neutralen pH und in Anwesenheit von Mg?*, Phosphotungstate (NaPTA) Komplexe
mit den Oligomeren und Polymeren der infektidsen Form des PrPS¢, aber nicht mit
PrPC. Durch diesen Test ist es mdglich geringe Mengen an PrP®¢ in der Milz
nachzuweisen. In den untersuchten Milzen der terminal erkrankten Tiere konnte
PrPS° detektiert werden (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Westernblot der Milzhomogenate

Im Westernblot sind Milzhomogenate von immunisierten/nicht immunisierten und mit RML
inokulierten Mausen unverdaut (-) und verdaut (+) aufgetragen. Der Verdau erfolgte mit
Proteinase K (PK). (C57BL/6+RML, 1; pCG+CpG-1668+RML, 2; pCG-PrP+Protein+ RML,
3; pCG-PrP-P30+Protein+RML 4; M=Marker)
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3.3.9 Histologie von Gehirn und Milz der inokulierten C57BL/6-Mause

Die Gewebe der immunisierten und inokulierten Tiere wurde histologisch
untersucht, um Veranderungen, die flr Scrapie charakteristisch sind wie
Astrozytose und spongiforme Veranderungen (Mikrovakuolen) im Gehirn,
nachweisen zu konnen. Hierbei wurden von den Geweben Paraffinschnitte
angefertigt und mit Hdmalaun/Eosin (HE) gefarbt und eine immunhistochemische
Farbung mit einem gliazellspezifischen Antikérper (GFAP) angefertigt. Es zeigte
sich, dass in allen Gruppen histopathologische Merkmale fur Scrapie im Gehirn
nachzuweisen waren. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen den
immunisierten und nicht immunisierten C57BL/6-Mausen gefunden werden
(Abbildung 50).

Im nachsten Schritt sollte anhand von Milzschnitten untersucht werden, ob
morphologische Veranderungen nach einer Immunisierung mit DNA und Protein
zu finden sind. In den HE-Farbungen zeigte sich, dass die Immunisierung zu

keiner Veranderung der Morphologie in der Milz fihrte (Abbildung 50).

pCcG pCG-PrP pCG-PrP-P30 Wildtyp
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Abbildung 50: Histologie von Gehirn-und Milzschnitten

Dargestellt ist ein Ausschnitt des hippokampalen Neuronenbandes im Gehirn mit
typischen spongiformen Veranderungen (HE-Farbung, obere Reihe).In der mittleren
Reihe ist die begleitende reaktive Gliose im Neuronenband dargestellt. Die untere Reihe
zeigt die weilde und rote Pulpa der Milz mit einer unveranderten Histarchitektur.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass durch die Immunisierung mit rek.
mPrP und unterschiedlichen Adjuvantien bzw. duch die DNA-Immunisierung mit
PrP-exprimierenden Vektoren eine spezifische Immunantwort gegen das Prion-

Protein in Prnp®°

-Mausen induziert werden konnte. Es war jedoch mit keiner der
durchgefiihrten Immunisierungsstrategien moglich die Toleranz gegen das PrP® in

C57BL/6-Mausen zu brechen, um so die Entstehung von Scrapie zu verhindern.
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4 Diskussion

Prionenerkrankungen oder Ubertragbare spongiforme Enzephalopathien (TSE)
sind im Gegensatz zu anderen Erkrankungen, die mit einer Proteinaggregation
einhergehen, wie z.B. der Alzheimer Erkrankung, Ubertragbar. Das Auftreten der
bovinen spongiformen Enzephalopathie (BSE) in Rindern (Wells et al., 1987), das
vermutlich durch die Aufnahme von Prionen Uber die Nahrungskette erfolgte
(Weissmann und Aguzzi, 1997), hat in den letzten Jahren das wissenschaftliche
und gesellschaftliche Interesse geweckt, da experimentelle Ergebnisse die
Hypothese zulassen, dass die Ubertragung von bovinen Prionen auf den
Menschen zur Entstehung der Varianten der Creutzfeldt-Jakob-Erkrankung (vCJD)
fuhrt (Collinge et al., 1996; Will et al., 1996; Bruce et al., 1997; Hill et al., 1997).
Aktuelle Erkenntnisse zeigten aullerdem, dass Prionenerkrankungen auch durch
den Blutprodukte Ubertragen werden kdénnen (Hunter et al., 2002; Llewelyn et al.,
2004; Peden et al., 2004).

Obwohl das Immunsystem an der Neuroinvasion von Prionen beteiligt ist, konnte
nach Infektion keine humorale oder =zellulare Immunantwort gegen das
Prion-Protein (PrP®) bei Menschen und Tieren gefunden werden. Das Fehlen
einer detektierbaren Immunantwort bei TSEs ist auf eine immunologische
Toleranz zurlckzufuhren, da es sich beim Prion-Protein um ein korpereigenes
ubiquitar exprimiertes Protein handelt (Porter et al., 1973; Kingsbury et al., 1981,
Bueler et al., 1993). Es ist daher wichtig Immunisierungsstrategien zu entwickeln,
mit denen es mdoglich ist, die immunologische Toleranz zu brechen, um so
Menschen und Tiere vor der Entstehung von tédlich verlaufenden TSEs zu
schitzen. Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Etablierung einer
aktiven Immunisierungsstrategie gegen das Prion-Protein. Es sollte untersucht
werden, ob es moglich ist eine humorale und zellulare Immunantwort gegen das
PrP® zu induzieren und ob diese einen Effekt auf die Entstehung und

Inkubationszeit von Prionenerkrankungen haben.

4.1 Proteinimmunisierung mit rekombinantem PrP

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Immunantwort gegen das Prion-Protein

nach Immunisierung mit rekombinantem Maus-PrP (rek. mPrP) untersucht. Die

92



Diskussion

erfolgreiche Immunisierung mit rekombinanten Proteinen ist abhangig von der
Wah! des Adjuvants (Freund, 1956; Warren et al., 1986; Gupta et al., 1993;
Bomford, 1998). Durch die Adjuvantien kann die Immunantwort nicht nur verstarkt
werden, sondern sie beeinflussen auch den Typ der induzierten Immunantwort
(Th1 oder Th2) (Mosmann und Coffman, 1989; Comoy et al., 1997). Fir die
Immunisierung gegen das Prion-Protein (PrP) mit rekombinantem Maus-PrP (rek.
mPrP) ist es wichtig ein starkes immunstimulatives Adjuvants zu benutzen, um so
eventuell die immunologische Toleranz brechen zu konnen. Wie Immunisierungen
gegen das Oberflachenantigen von Hepatitis B (HBsAg) gezeigt haben, wurde
durch die Verwendung von CpG-ODN oder inkomplettem Freundschen Adjuvants
(IFA) die Immunantwort gegen das HBsAg signifikant verstarkt (McCluskie et al.,
1998; Millan et al., 1998; Weeratna et al.,, 2001). Desweiteren fuhrte die
Verwendung von CpG-ODN oder IFA zu weniger Schadigungen des Gewebes als
zum Beispiel Komplettes Freundsches Adjuvants oder Titermax Gold® (Broderson,
1989; Toth et al., 1989; Wiedemann et al., 1991; Leenaars et al., 1998; Weeretna
et al., 2000). Deshalb wurden in dieser Arbeit IFA, CpG-1668 oder CpG-1826 als
Adjuvantien verwendet. Wie in den Abbildungen 5 und 16 gezeigt, konnte nach

Proteinimmunisierung in Prnp®°

-Mausen eine starke Antikdrperantwort gegen das
Prion-Protein induziert werden, die sich zwischen den mit rek. mPrP+Cp(G1668,
rek. mPrP+CpG-1826 und rek. mPrP+IFA immunisierten Prnp®®-Mausen nicht
unterschied. Um zu untersuchen, ob durch den immunstimulativen Effekt der
Adjuvantien die Toleranz gegen das zellulare PrP gebrochen werden kann (Koller
et al., 2002), wurden Wildtyp-Mause, die PrP besitzen, mit rek. mPrP und den
verschiedenen Adjuvantien immunisiert. Es konnte aber nur in einzelnen Tieren
eine schwache Antikdrperantwort nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass die
Proteinimmunisierung mit Adjuvantien nicht ausreicht, um eine starke
Antikorperantwort gegen das korpereigene Prion-Protein zu induzieren.

Um zu untersuchen, ob durch die bei der Proteinimmunisierung benutzten
Adjuvantien IFA, CpG-1668 und CpG-1826 eine Th1- oder Th2-Immunantwort
gegen das Prion-Protein verstarkt wurde, wurden die Seren der immunisierten
Prnp”°-Mause auf PrP-spezifische IgG1- (Th2) und IgG2a-Antikdrper (Th1)
untersucht. Die Immunisierung mit rek. mPrP und IFA fihrte wie beschrieben zu
einer dominierenden IgG1-Antwort (Abbildung 6). Durch die Verwendung von

CpG-1668 mit rek. mPrP kam es zu einer IgG1- und IgG2a-spezifischen
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Immunantwort im Verhaltnis 1:1 (Abbildung 6). Die Proteinimmunisierung mit CpG-
1826 als Adjuvants induzierte eine IgG1/IgG2a-Antwort im Verhaltnis 2:1
(Abbildung 17). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu verdffentlichten
Arbeiten. In diesen Arbeiten wurde beschrieben, dass durch die Verwendung von
CpG-ODN eine Th1-Immunantwort induziert wird, welche charakterisiert ist durch
eine hohe IgG2a-Antikérperantwort und die Sekretion von Th1-Zytokinen wie IFNy
und TNFa (Klinman et al., 1996; Raz, 1996; Chu et al., 1997). Im Gegensatz dazu
fuhrt die Antigen-Immunisierung mit IFA zu einer Th2-Antwort, die durch eine
IgG1-Antikorperantwort und die Sekretion von Th2-Zytokinen wie [L-4
charakterisiert ist (Forsthuber et al., 1996; Yip et al., 1999; Heeger et al., 2000).
Dieser Widerspruch konnte sich durch die Abhangigkeit der Polarisierung der
Immunantwort zwischen Th1 und Th2 von der Art des Antigens erklaren
(Wierenga et al., 1990; Grzych et al., 1991; Parronchi et al., 1991; Mahanty et al.,
1993). In fruheren Arbeiten konnte gezeigt werde, dass z.B. Antigene von
Parasiten zu einer Th2-Antwort fuhren. Die Ergebnisse der Antikdrperantwort in
dieser Arbeit lassen darauf schlieRen, dass die Immunisierung mit rek. mPrP zu
einer Induktion der Th2-Antwort flhrte, da eine dominierende PrP-spezifische
IgG1-Antikorperantwort nachgewiesen werden konnte.

FUr die Untersuchung der induzierten Antikorper nach Proteinimmunisierung auf
ihre Effektivitit PrP® und/oder PrP® zu binden, und so zu einer Reduktion von
PrPS® zu fihren, wurden die Seren der immunisierten Tiere auf
PrP%c-exprimierenden N2a-Zellen getestet. Die PrP-Antikorper in den Seren der

9°_Mause waren in der Lage den PrP®¢-Gehalt in den Scrapie

immunisierten Prnp
infizierten Zellen zu reduzieren. Diese Untersuchungsergebnisse entsprechen
bereits publizierten Daten, in denen ebenfalls gezeigt werden konnte, dass die
Behandlung von ScN2a-Zellen mit PrP-spezifischen Antikbrpern zu einer
Reduktion von PrP*¢ filhrte (Enari et al., 2001; Beringue et al., 2004; Feraudet et
al., 2004; Kim et al., 2004; Miyamoto et al., 2005). Die Autoantikdrper in den Seren
der immunisierten C57BL/6-Mause waren nicht in der Lage den PrP%¢-Gehalt in
den Scrapie infizierten Zellen zu reduzieren. Diese Ergebnisse unterscheiden sich
von der Arbeit von Gilch et al. (2003). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
anti-PrP  Autoantikdrper, die durch die Immunisierung mit PrP-Dimeren in
Wildtypméausen (C57BL/6-Mausen) induziert wurden, in der Lage sind den PrP®°-

Gehalt in Zellkultur deutlich zu reduzieren. Das konnte bedeuten, dass die
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Antikorper, die durch die Proteinimmunisierung in Wildtyp-Mausen induziert
wurden, zu schwach sind, um an PrP zu binden und so den PrP%-Gehalt zu
reduzieren. Nachdem durch die Proteinimmunisierung eine humorale

0/0

Immunantwort in Prnp~-Mausen nachgewiesen werden konnte, wurde die

zellulare Immunantwort untersucht. Die Untersuchung zeigte, dass durch die

Proteinimmunisierung mit CpG-ODN in Prnp®°

-Mausen eine starke spezifische
Proliferation der Milzzellen nach in vitro Stimunlation mit rek. mPrP stattfand.
Diese zellulare Immunantwort war starker als die, die nach Proteinimmunisierung
mit IFA erreicht wurde (Abbildung 14 und Abbildung 21). Die Proliferation der

Milzzellen der immunisierten Prnp®°

-Mause ist durch geringe Stimulationsindexes
nach in vitro Stimulation mit Mitogen oder rek. mPrP gekennzeichnet. Diese
Ergebnisse bestitigen die Aussage, dass PrP® eine funktionelle Rolle in der T-
Zell-Aktivierung spielt (Mabbott et al., 1997). Es konnte in der Arbeit von Mabbott

et al. gezeigt werden, dass T-Zellen von Prnp®°

-Mausen nach Mitogen-Stimulation
eine geringere T-Zell-Aktivierung aufwiesen als Wildtyptiere. Desweiteren wurde
nachgewiesen, dass anti-PrP Antikorper die T-Zell-Proliferation nach Mitogen-
Stimulation reduzieren (Cashman et al., 1990; Bainbridge und Walker et al., 2003).
Die Untersuchung der Zytokinantwort zeigte, dass die Proteinimmunisierung mit
CpG-ODN zu einer Induktion von Zytokinen der Th1-Antwort wie IFNy und TNFa
nach spezifischer Stimulation der Milzzellen in vitro fuhrte (Abbildung 15). Diese
Ergebnisse konnten durch die intrazellulare Zytokinfarbung, bei der eine
CD3/CD28 Stimulation der Milzzellen durchgefihrt wurde, bestatigt werden
(Abbildung 12 und Abbildung 19). Durch die CD3/CD28 Behandlung werden
vorher in vivo aktivierte T-Zellen in vitro restimuliert.

Die Untersuchungsergebnisse der humoralen Immunantwort zeigten eine hohe
IgG1-Antwort. Antikorper vom Isotyp IgG1 werden in der Literatur mit einer
Th2-Antwort in  Verbindung gebracht. Dies widerspricht den Daten der
Zytokinantwort, da nach Proteinimmunisierung nur Zytokine der Th1-Antwort
(TNFa und IFNy) nachgewiesen werden konnten. In einigen Arbeiten konnte eine
Verbindung zwischen den IgG-Isotypen und der Th-Antwort gezeigt werden. Die
Antikorperantwort kann allerdings nur als Hinweis dienen, da sie keine
Th-Zelldifferenzierung induziert. Bei der Proteinimmunisierung in der IFA als
Adjuvants genutzt wurde, wurde keine Zytokinantwort induziert, die sich von den

Kontrolltieren unterschied (Abbildung 12 und Abbildung 13). Diese Daten zeigen,
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dass durch die Immunisierung mit rek. mPrP und CpG-ODN sowohl eine starke
humorale als auch zellulare Immunantwort gegen das PrP induziert werden kann,
wohingegen bei Verwendung von IFA als Adjuvants die zellulare Antwort schwach
ist. Durch die Proteinimmunisierung war es also mdglich eine zellulare und

90_Mause zu induzieren,

humorale Immunantwort gegen das Prion-Protein in Prnp
allerdings konnte die immunologische Toleranz in Wildtypmausen auf diesem Weg

nicht gebrochen werden.

4.2 DNA-Immunisierung und Immunantwort

Die Immunisierung mit Antigen-exprimierenden Plasmiden ist eine effektive
Methode um Antikorper (Ak), T-Helfer-Zellen (Th-Zellen) und zytotoxische T-Zellen
(CTL) zu induzieren. Diese Form der Vakzinierung konnte schon in vielen
Modellen erfolgreich getestet werden, z.B. gegen Herpes-Viren, Hepatitis B und
Influenzaviren (Cox et al., 1993; Robinson et al., 1993; Manickan et al., 1995;
Michel et al., 1995). Durch die DNA-Immunisierung erfolgt eine endogene
Synthese des Proteins, die eine Prasentation von fremdem Antigen durch
Molekule der MHC-Klasse-| erlaubt. Desweiteren wird durch die Aufnahme von
|6slichem Protein durch spezialisierte APCs, die Prasentation des Antigens Uber
den MHC-Klasse-II-Weg gewahrleistet.

FUr diese Arbeit wurde der pCG-Vektor genutzt, der Uber einen CMV-Promotor
verfugt. Dieser Promotor ist bekannt flr seine starke Expressionsinduktion von
Antigenen in vielen verschiedenen Zelltypen (Foecking und Hofstetter, 1986). Die
Applikation der DNA erfolgte intradermal (i.d.) und subkutan (s.c.), da in anderen
Arbeiten gezeigt werden konnte, dass durch diesen Weg der DNA-Gabe eine
starke zellulare und humorale Immunantwort gegen ein Transgen induziert werden
kann (Eisenbraun et al., 1993; Abbas et al., 1994; Raz et al., 1994; Hengge et al.,
1995).

Desweiteren wurde ein Fusionskonstrukt hergestellt, das neben dem Prion-Protein
ein T-Helfer-Epitiop des Tetanus-Toxins (P30) besitzt. Dieses Th-Epitop wurde in
anderen Arbeiten erfolgreich eingesetzt, um eine Immunantwort gegen
korpereigene Antigene/Proteine zu induzieren (Hertz et al., 2001; Steinaa et al.,
2005). Durch das Einfuhren des Th-Epitops P30 sollte die Immunogenitat des

Prion-Proteins verstarkt und die immunologische Toleranz gebrochen werden.
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Durch die DNA-Immunisierung konnte eine humorale Immunantwort in

Prnp®°

-Mausen induziert werden. Die induzierten AntikOrper gegen das PrP waren
in der Lage sowohl die zellulare als auch die pathogene Form des Prion-Proteins
zu binden. Diese Daten bestatigen die Ergebnisse aus fruheren Arbeiten, in denen

durch eine DNA-Immunisierung in Prnp®°

-Mausen Antikorper gegen bestimmte
Epitope des Prion-Proteins induziert werden konnten (Krasemann et al., 1996,
1999; Gregoire et al., 2005). Die T-Zellproliferation in Prnp®°-Mausen war nach
DNA-Immunisierung schwacher als die, die durch die Proteinimmunisierung
erziehlt wurde. Desweiteren ergaben die Ergebnisse der intrazellularen
Zytokinfarbung, dass die Mause eine zellulare Immunantwort auf den Vektor
ausgebildet haben, da es zwar zu einer erhdohten intrazellularen
Zytokinausschuttung kam, diese sich jedoch nicht zwischen den verwendeten
Expressionskonstrukten bzw. dem leeren Vektor unterschied. Eine weitere
Erklarung fir die hohe intrazellulare Zytokinantwort kénnte eine in vivo
abgelaufene Infektion der Tiere sein. Diese konnte auf einen moglicherweise
erhdohten Keimstatus in den Tierrdumen zurtckzufuhren sein. Die Untersuchung
der zellularen Immunantwort der Wildtyptiere zeigte eine signifikant erhohte
Zytokinexpression in den CD8'-Zellen von den mit dem pCG-PrP-Vektor
immunisierten C57BL/6-Mause nach CD3/CD28 Stimulation. Es konnte allerdings
keine Proliferation nach spezifischer Stimulation mit rek. mPrP bei diesen Mausen
festgestellt werden. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Tiere z. B. eine
Infektion hatten oder auf den Vektor reagierten, und so durch die CD3/CD28
Stimulation in vivo induzierte nicht PrP spezifische T-Zellen aktiviert wurden.
Desweiteren konnte in den Wildtypmausen auch durch das Einfugen des T-Helfer-
Epitopes P30 keine Induktion von spezifischen Autoantikdrpern oder eine zellulare
Immunantwort gegen das Prion-Protein induziert werden. Das Einfliigen des
Th-Epitops reichte in diesem Fall nicht aus, um die immunologische Toleranz
gegen das Prion-Protein zu brechen. Mogliche Grinde fur das Fehlschlagen des
Toleranzbruches werden in einem spateren Teil der Diskussion aufgeflhrt. Fur
eine effektive Immunisierung gegen TSEs ist es wichtig in Wildtypmausen eine
zellulare und humorale Immunantwort gegen das korpereigene PrP zu induzieren,
ohne dabei eine Autoimmunerkrankung zu erzeugen. Deshalb ware es wichtig zu
untersuchen, in Anlehnung an Studien in Tumormodellen, ob die Vakzinierung mit

Fusionskonstrukten aus dem Antigen und einem Zytokin, das als Immunmodulator
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wirken soll, in der Lage ist, die immunologische Toleranz zu brechen. Mdgliche
Zytokine, die fur den Einsatz bei Fusionskonstrukten gegen das Prion-Protein in
Frage kommen wurden, waren IL-12 (Induktion von CTLs), IL-4 (Induktion einer
Th2-Antwort) oder GM-CSF (Stimulation der APCs) (Dranhoff et al., 1993; Tao et
al., 1993; Chen et al., 1994; Kim et al., 1998).

4.3 Kombination von DNA und Proteinimmunisierung zur
Verstarkung der PrP-spezifischen Immunantwort

Durch eine Kombinantion von DNA-Immunisierung mit Proteinimmunisierung sollte
untersucht werden, ob eine Verstarkung der humoralen und zellularen

Immunantwort in Prnp®°

-Mausen oder der Toleranzbruch in Wildtypmausen
induziert werden kann. Durch diese Kombination sollte die durch
DNA-Immunisierung induzierte Immunantwort durch die anschlieRende
Proteinimmunisierung verstarkt werden, dies konnte fur einige Modelle wie HIV-1,
Hepatitis B und C und Tuberkulose gezeigt werden (Letvin et al., 1997; Song et
al., 2000; Tanghe et al., 2001; Vordermeier et al., 2003; Xiao-Wen et al., 2005). In
der Arbeit von Letvin et al. (1997) konnte sogar gezeigt werden, dass Affen nach
kombinierter DNA- und Proteinimmunisierung vor einer Infektion mit einem
replikationskompetenten chimeren Retrovirus (SHIV= Chimere aus “Human
immunodeficiency Virus“ (HIV) und “Simian immunodeficiency virus“ (SIV))
geschutzt sind. Durch die Kombinationsimmunisierung mit PrP-exprimierenden
Vektoren gefolgt von einer Proteinimmunisierung mit rek. mPrP und CpG-1668 als

Adjuvants konnte in Prnp®°

-Méausen eine Erhdhung der humoralen Immunantwort
im Vergleich zu den Mausen, die nur mit DNA immunisiert wurden, erreicht
werden (Abbildung 28 und Abbildung 40). Es konnte allerdings keine Erhéhung
der zellularen Immunantwort durch die Kombination der beiden Impfstoffe im
Vergleich zu den Mausen, die nur mit DNA immunisiert wurden, festgestellt
werden. Desweiteren konnten auch in den Wildtyptieren keine Autoantikérper
gegen das Prion-Protein (Abbildung 40) und keine spezifische zellulare
Immunantwort gezeigt werden (Abbildung 44).

Nach Inokulation der immunisierten Wildtypmause mit dem Scrapie-Stamm RML
wurde keine Verlangerung der Inkubationszeit im Vergleich zu nicht immunisierten

Mausen festgestellt. Die Immunisierung induzierte also keinen Schutz vor dem
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Ausbruch der Prionenerkrankung. Es konnten nach Inokulation die typischen
neuropathologischen Veranderungen mit Mikrovakuolen und reaktiver Astrozytose
wie bei nicht-immunisierten Kontrolltieren festgestellt werden (Abbildung 50). Da
bei der prophylaktischen Gabe von CpG-ODN in hohen Dosen ein Schutz vor
Scrapie induziert wurde (Sethi et al., 2002), der allerdings mit morphologischen
Veranderungen in der Milz (Zerstorung des folikulardendritischen Netzwerkes)
einherging (Heikenwalder et al., 2004), wurden die Milzen der immunisierten und
inokulierten Wildtypmause untersucht. Es konnte keine Veranderungen im
Vergleich zu nicht immunisierten Wildtypmausen festgestellt werden (Abbildung
50). Die starken morphologischen Veranderungen, die in der Publikation von
Heikenwalder et al. (2004) beschrieben wurden, sind auf die hohe Dosis von CpG-
ODN in dieser Studie zurtuckzufihren.

Da die Kombination von DNA- und Proteinimmunisierung in dieser Arbeit nicht zu
einer Induktion von Autoantikdrpern und zu keiner zellularen Immunantwort gegen
das Prion-Protein fuhrte, mussen andere Methoden gefunden werden, durch die
die immunologische Toleranz gegen das Prion-Protein gebrochen werden kann.
Eine der Mdglichkeiten ware die Beladung von Antigen-prasentierenden-Zellen
(APCs, z. B. Dendritische Zellen) mit Prion-Protein oder Peptiden des PrP, da
diese Form der Vakzinierung schon im Tumormodell erfolgreich getestet werden
konnte (Hsu et al.,, 1996). Da es sich bei Tumoren um koérpereigene Zellen
handelt, die durch maligne Transformation nicht mehr den normalen
Wachstumskontrollen unterliegen, aber die meisten Merkmale der elterlichen Zelle
besitzen, kann gegen diese haufig keine Immunantwort induziert werden
(immunologische Toleranz). Aus diesem Grund sind Strategien, die im
Tumormodell erfolgreich getestet wurden ein mdglicher Ansatzpunkt fur die
Entwicklung von Methoden, um die immunologische Toleranz gegen das Prion-
Protein zu brechen. Eine weitere Form der Tumortherapie ist die Tumorimpfung
mit Hitzeschockproteinen (Tytell und Hooper, 2001; Ren et al.,, 2004). Es gibt
einige Hinweise auf Rezeptoren an der Oberflache von APCs, die in der Lage sind
das Hitzeschockprotein zusammen mit einem beliebigen Peptid aufzunehmen.
Dieses Begleitpeptid gelangt so in den Antigenprozessierungsweg und kann Uber
MHC-Klasse-I-Molekule prasentiert werden (Binder et al., 2001; Srivastava, 2002).
Wie in der Arbeit von Koller et al. (2002) gezeigt werden konnte, ist der Einsatz

von Hitzeschockproteinen als Adjuvants, zur Verstarkung der Immunogenitat des
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Prion-Proteins, ein viel versprechender Ansatz in der Therapie von TSEs, da eine
Induktion von Autoantikorpern induziert werden konnte. Diese Arbeit zeigt, dass
die Adaption von Tumorimpfungen auf das Prion-Modell ein moglicher Weg fur
den Toleranzbruch sein konnte.

Desweiteren kénnte die Verwendung von rekombinanten Viren (z.B. Vaccinia,
Adenoviren) im Prion-Modell getestet werden, da es durch die Vakzinierung mit
diesen Viren zu einer hoheren Antigen-Expression im Muskelgewebe und in
dendritischen Zellen im Vergleich zur Immunisierung mit ,nackter DNA kommt
(Ranieri et al., 1999). Die Adeno-Vakzinierung konnte bereits im Tumormodell
erfolgreich getestet werden (Armstrong et al., 2002). Rekombinante Adenoviren
sind besonders effektive Vektoren, da sie in der Lage sind sowohl eine zellulare
als auch humorale Immunantwort gegen das Gen fur das sie kodieren zu
induzieren (Juillard et al., 1995; Zhai et al., 1996; Tuting et al., 1997; Perricone et
al., 2000).

Es gibt viele Studien, die gezeigt haben, dass eine Immunisierung gegen ein
korpereigenes Protein erfolgreich sein kann, gegen das Prion-Protein scheint das
aber besonders schwer zu sein. Eine mdgliche Erklarung dafir kdnnte sein, dass
das PrP ubiquitar exprimiert wird und somit das Immunsystem besonders effizient
Toleranz induziert. Ein weiterer Grund konnte die Rolle von PrP bei der
Aktivierung von T-Zellen sein, da schon in friheren Arbeiten gezeigt wurde, dass
das Vorhandensein von anti-PrP-Antikorpern die T-Zell-Aktivierung reduziert. Ein
wichtiger Punkt ist also die Erforschung der Funktion des Prion-Proteins im
Immunsystem, um so Ansatze fur eine mogliche Intervention zu finden. Die
Ubertragung dieser verschiedenen Ansatze auf das Prionmodell sollte das Ziel fir

die Entwicklung einer Therapie oder Prophylaxe fur die Zukunft sein.
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6 Anhang

6.1 Zusammenfassung

Das Prion-Protein spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von ubertragbaren
spongiformen Enzephalopathien. Studien aus den letzten Jahren haben gezeigt,
dass die Entwicklung einer Therapie fur Prionenerkrankungen eine Induktion von
Autoantikdrpern gegen das Prion-Protein voraussetzt. In dieser Arbeit wurden
aktive Immunisierungsstrategien gegen das zellulare Prion-Protein beschrieben
und die zellularen und humoralen Immunantworten sowie deren Einfluss auf die
Entstehung einer Prionenerkrankung analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass
durch die Immunisierung mit rek. mPrP und Adjuvants eine Aktivierung und

90_Mazusen induziert wurde.

Proliferation von PrP-spezifischen T-Zellen in Prnp
Desweiteren konnten in PrP-defizienten Mausen spezifische AntikOrper gegen das
Prion-Protein nachgewiesen werden, die in der Lage waren, die pathogene Form
des PrPs (PrP%) zu detektieren und den PrP%°-Gehalt in Zellkultur zu reduzieren.
Durch die Immunisierung mit rek. mPrP und CpG-1826 konnten in CD4*-T-Zellen
erhohte Zytokinspiegel von TNFa und IFNy induziert werden. Im Gegensatz dazu
konnte keine T-Zell-Antwort und nur geringe Antikorperkonzentrationen nach
Proteinimmunisierung in Wildtypmausen nachgewiesen werden. Die induzierten
Antikdrper in Wildtypmausen waren nicht in der Lage den PrP%°-Gehalt in
Zellkultur zu reduzieren.

In einem zweiten Ansatz wurde die Immunisierung mit zwei unterschiedlichen
PrP-exprimierenden DNA-Vektoren durchgefuhrt. Hierfur wurden der pCG-PrP-
Vektor, der das Maus-PrP exprimiert, und der pCG-PrP-P30-Vektor, der zusatzlich
zum PrP fur das P30-Th-Epitop des Tetanustoxins kodiert, verwendet. Dieses
P30-Epitop wurde schon in friheren Arbeiten genutzt, um die Toleranz gegen
korpereigene Proteine zu brechen. Die Ergebnisse zeigten, dass durch die DNA-

0/0

Immunisierung eine PrP-spezifische Antikérperantwort in Prnp™"-Mausen induziert

werden konnte. In Wildtypmausen wurden allerdings nur geringe Antikorpertiter

0/0

nachgewiesen. Die Antikorper aus den Prnp~“-Mausen waren in der Lage PrpSc

zu erkennen, und den PrPS°-Gehalt in Zellkultur zu reduzieren. Durch die DNA-
Immunisierung wurde eine PrP-spezifische Aktivierung und Proliferation von

0/0

T-Zellen in Prnp~“-Mausen erreicht, die nach Immunisierung mit pCG-PrP-P30
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starker war als nach Immunisierung mit pCG-PrP. Nach DNA-Vakzinierung konnte
in Wildtypmausen eine unspezifische Erhdhung der Zytokinantwort mit erhohten
TNFo- und IFNy-Spiegeln nachgewiesen werden.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde eine Kombination aus DNA- und
Proteinimmunisierung durchgefuhrt, um die Toleranz gegen das Prion-Protein zu
brechen. Die erhaltenen Ergebnisse waren vergleichbar mit denen, die nach DNA-
Immunisierung allein erreicht wurden. Die Inokulation der immunisierten
Wildtypmause mit einem Maus-adaptierten Scrapiestamm (RML) zeigte keinen
Schutz dieser Tiere vor einer Prionenerkrankung. Alle Mause aus der
immunisierten und nicht immunisierten Gruppe erkrankten im gleichen Zeitraum
an Scrapie, zeigten PrP®® Akkumulation im Gehirn und in der Milz und fiir
Prionenerkrankungen typische histopathologische Veranderungen.

Basierend auf diesen Ergebnissen sollten neue Immunisierungsstrategien
entwickelt werden, um die Toleranz gegen das Prion-Protein zu brechen und

einen Schutz vor Prionenerkrankungen zu induzieren.

6.2 Summary

The prion protein (PrPC) plays a pivotal role in transmissible spongiform
encephalopathies (TSE). Recent studies have shown that strategies aimed to elicit
antibodies against PrP should be considered as a promising therapeutic approach
for prion diseases. In this study active immunisation strategies against PrP° were
described, humoral and cellular immune responses as well as the influence of the
onset of the prion disease were analyzed. Here we demonstrate that immunisation
with recombinant murine prion-protein (mPrP) results in activation and proliferation
of PrP-specific T cells and induction of PrP-specific antibodies in PrP-deficient

%) These antibodies are able to detect and reduce PrP*° levels in cell

mice (Prnp
culture. Immunisation with rek. mPrP and CpG-1826 results in increased levels of
TNFa and IFNyin Prnpo’0 mice. In contrast no T cell response and only low
antibody titers against PrP were found in individual wild-type mice. The low level of
antibodies in wildtype mice were not able to reduce the PrP¢ level in cell culture.

In a second approach, we investigated a new immunisation strategy against PrP°
with two vaccine DNA vectors (pCG-PrP and pCG-PrP-P30). The pCG-PrP vector

system contains murine PrP sequence, whereas the pCG-PrP-P30 vector also
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contains an immune stimulatory peptide of the tetanus toxin, which has been
shown to break tolerance against self proteins. Results indicate that this improved
vaccine evokes a sustained antibody response in Prnp® mice, but only low
antibody titers were found in wild-type mice. The antibodies from Prnpo’0 mice
were able to detect PrP*° and to reduce PrP°¢ levels in cell culture. DNA
immunisation induced activation and proliferation of PrP-specific T cells in Prnp®°-
mice which was even stronger after immunisation with pCG-PrP-P30 than after
pCG-PrP treatment. DNA vaccination induced an unspecific T cell response with
increased levels of IFNy and TNFa in wild-type mice.

Furthermore we combined DNA and protein immunisation to break tolerance
against PrP. The results obtained were similar then those after DNA vaccination
alone. Inoculation of the immunised wildtype mice with mouse adapted scrapie
prions showed that these animals were not protected against the development of
the prion disease. All mice in the vaccinated and control groups succumbed to
scrapie with similar incubation times, deposition of PrPSc in brain and spleen and
typical histopathological changes in the brain.

Nevertheless based on these findings additional strategies of immunisiation should
be envisaged to develop immunotherapeutic approaches to break tolerance

against PrP and to protect against the prion disease.
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