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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Tuberkulose

1.1.1. Epidemiologie

Im Jahr 2014 lag die Inzidenz der Tuberkulose nach WHO-Zahlen weltweit bei 9,6
Millionen, wobei es regionale Haufungen im Sub-Sahara- und sitdostasiatischem
Raum gibt [105]. Unter Bundesbirgern betrug die Inzidenz 2,6 pro 100.000
Einwohnern, wahrend sie unter Auslandern, die in Deutschland lebten, um ein 13-
faches hoher lag (33,6 pro 100.000 Einwohner) — ein Vergleich, der vor allem im
Angesicht der aktuellen Flichtlingskrise an Bedeutung gewinnt [110]. Es besteht
somit die Gefahr, dass die Inzidenz in Zuwanderungslandern steigt. Latent infizierte
Individuen werden dadurch zum potentiellen Ubertrager und haben ein
lebenslanges Risiko eine aktive Tuberkulose zu entwickeln. Auch wenn nur jeder
zehnte Infizierte eine aktive Tuberkulose entwickelt, so ist jeder dritte Mensch auf
unserer Erde latent mit Mycobacterium tuberculosis (Mtb) infiziert. Die Tuberkulose
ist mit 1,5 Millionen Todesféllen im Jahr 2014 eine der fihrenden Todesursachen
weltweit. Fir eine heilbare Erkrankung sind diese hohen Raten und Zahlen
inakzeptabel [105].
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Abbildung 1: Weltweite Todesfalle pro 1 Million Einwohner durch Tuberkulose
laut Weltgesundheitsorganisation im Jahr 2012 [106, 107].

1.1.2. Pathologie

Bakterien des Mycobacterium-tuberculosis-Komplexes verursachen beim
Menschen das Krankheitsbild der Tuberkulose. Zu diesen Bakterien zahlen neben
Mycobacterium tuberculosis auch Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum
und Mycobacterium microti [33, 39]. Es handelt sich um saurefeste Stabchen,
welche Uber Aerosole inhaliert werden und in der Lunge zum klassischen Bild einer
Lungentuberkulose fihren koénnen. Dabei bilden Mykobakterien keine Toxine.
Vielmehr sind zusatzliche Glykolipide und Lipide in der &uReren Zellwand der
Mykobakterien, beispielsweise langkettige Mycolsauren, fir die besonderen
Eigenschaften dieser Bakterien verantwortlich. Zu diesen Eigenschaften zéhlen
[39]:

e schlechte Anfarbbarkeit
¢ langsames Wachstum
¢ hohe Resistenz gegen chemische und physikalische Noxen

e geringe Permeabilitat von Antibiotika
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Nach Inhalation kommt es in der Lunge zum extra- und intrazellularen Wachstum
der Mykobakterien. Ein intrazellulares Abt6ten in Alveolarmakrophagen verhindern
die Mykobakterien durch spezielle Immunevasionsmechanismen, welche im
folgenden Kapitel beschrieben werden. Zusatzlichen werden hilare Lymphknoten
infiziert. Der Infizierte leidet an einer Primartuberkulose, welche meist

asymptomatisch oder mit milden Grippe-ahnlichen Symptomen ablauft. [33, 39, 51].

Dieser Wettlauf aus Abtétung und Vermehrung der Tuberkuloseerreger bestimmt
die Klinik einer Primartuberkulose. Bei immunkompetenten Patienten fihrt dies zur
Ausbildung von Tuberkeln: einem aus infizierten Makrophagen, Epitheloidzellen,
Lymphozyten und Plasmazellen bestehenden Konglomerat. Da das Zentrum dieses
Granuloms an keiner Blutversorgung angeschlossen ist, kommt es dort zur
verkdsenden Nekrose und Kalziumablagerungen, welche roéntgenologisch
nachweisbar sind. In diesem Zustand konnen die Mykobakterien lebenslang
verweilen. Bei geschwachter Immunlage oder immundefizienten Patienten breiten
sich die Erreger tUber Blut- und Lymphwege im ganzen Korper aus. Es kommt durch
endogene Reaktivierung zur Sekundar-, beziehungsweise Miliartuberkulose. Auch
eine exogene Reaktivierung durch erneute Infektion von auf3en ist mdglich [33, 39,
51].
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1.1.3. Immunabwehr
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Abbildung 2: Immunabwehr gegen Mycobacterium tuberculosis (Mtb).
Phagozytose von Mtb durch Alveolarmakrophagen (1), Immunevasionsmechanismen
(2), Abtéten von Mykobakterien durch Phagosomenmaturation und Fusion mit sauren
Lysosomen (3), Préasentation uber Haupthistokompatibilitdtskomplex 11 (MHC I1) und
cluster of differentiation 1 (CD1) an T-Zellrezeptor (TCR) einer T-Helfer-Zelle 1 (Th1l)
(4), Freisetzung von Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (5) und Interferon-y (IFN-vy) (6).

Mtb-haltige Aerosole gelangen tief ins Bronchialsystem, wo die Bakterien von
Alveolarmakrophagen phagozytiert werden. Dem Immunsystem stehen mehrere
Abwehrmechanismen zur Verfiigung, unter anderem Autophagie von Makrophagen
[35], Sekretion von Zytokinen und antimikrobiellen Peptiden [63] oder intrazelluléare
Lyse der phagozytierten Mykobakterien. Dabei maturieren und fusionieren
Phagosomen mit sauren Lysosomen — Mtb unterbindet diese Abwehrprozesse
durch Evasionsmechanismen wie dem Hemmen der Produktion des Mediators
Prostaglandin E2, wodurch die Apoptoserate der Makrophagen reduziert wird und
die Bakterien intrazellular Uberleben koénnen [9, 80]. Die intrazellulare
Replikationsrate der Mykobakterien steht unter multiplen Einflissen, wie der

Transferrin- oder der Eisenkonzentration [24]. Dennoch werden manche
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Mykobakterien abgetttet und Peptide und Proteine der lysierten Bakterien Uber den
Haupthistokompatibilitaitskomplex Klasse Il (MHC Klasse Il) an T-Zellen prasentiert.
Lipidantigene, welche ein wesentlicher Bestandteil der mykobakteriellen Zellwand
sind, werden von cluster of differentiation 1-Molektlen (CD1) an T-Zellen prasentiert
— um sowohl die Prasentation von Protein- als auch Lipidantigenen untersuchen zu
konnen, wurden in dieser Arbeit CD1l-positive Makrophagen verwendet.
Makrophagen sezernieren zusatzlich Zytokine wie Tumornekrosefaktor o (TNF-a.)
und verstarken damit sowohl die Abwehrmechanismen von Makrophagen, als auch
von T-Zellen. TNF-a fuhrt zur Rekrutierung von cluster of differentiation 4-positiven
(CD4) Thl-Zellen an den Ort der Infektion [53, 84]. Die Bedeutung von TNF-a zeigt
sich bei Menschen unter TNF-o supprimierender Therapie: Der anti-TNF-a-
Antikdrper Infliximab erhoht das Risiko einer endogenen Reaktivierung der
Tuberkulose [46] und vermindert die CD8* T-Zell-vermittelte antimikrobielle Aktivitat
gegen Mtb [12]. Die durch Makrophagen und TNF-a aktivierten T-Zellen
sezernieren bei Erkennung des mykobakteriellen Antigens Interferon y (IFN-y) aus,
um die intrazellulare Abtdétung und Prasentation mikrobieller Antigene an T-Zellen

zu verbessern [14, 26] (Abb. 2). Im Speziellen hat IFN-y folgende Hauptfunktionen:

¢ Induktion NO-abhangiger Apoptose der Makrophagen
e Steigerung der Autophagie von Makrophagen

e Verstarkung der Phagosomenmaturation

e Rekrutierung von T-Zellen

e Aktivierung zytotoxischer T-Zellen

e |Induktion von T-Gedachtniszellen

Als Ergebnis dieses Entziindungsprozesses bilden T-Zellen und Makrophagen
Granulome. Dadurch wird die Infektion lokal begrenzt. Diese Granulome und die
darin persistierenden Mykobakterien sind das pathophysiologische Korrelat ftir eine
erfolgreiche zellulare Immunantwort. Mtb kann sich in einem Granulom zwar nicht
vermehren, persistiert aber in einem metabolisch nur wenig aktiven Stadium. Wird
das Wirtsimmunsystem geschwacht, z.B. durch eine HIV-Koinfektion [18], Diabetes
mellitus [87] oder Unterernahrung [52], kann es zu einem Zerfall des Granuloms und
einer Reaktivierung der Infektion kommen. Phagozytierte Mykobakterien kdnnen

selbst den nekrotischen Untergang von Makrophagen tberleben [66].
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1.1.4. Therapie

Die Antibiotikatherapie der Tuberkulose ist wegen des Aufbaus der
mykobakteriellen Wand und der Immunevasionsmechanismen langwieriger und
schwieriger als bei vielen anderen Bakterien. Die Erstlinientherapie der Tuberkulose

verlauft nach folgendem Schema [111]:

e 1.-—2. Monat: Isoniazid + Rifampicin + Pyrazinamid + Ethambutol

e 3.-—6. Monat: Isoniazid + Rifampicin

Eine regelrechte Therapie fuhrt zu einer Heilung des Patienten. Aufgrund der sich
haufenden Resistenzen gegen Standard-Antibiotika, werden Capreomycin,
Kanamycin oder Amikacin als Zweitlinien-Tuberkulostatika eingesetzt [111].

Es gibt zwei Hauptprobleme dieser Standardtherapie. Erstens dauert die Therapie
sehr lang. Zweitens fuhrt eine rasche Symptombesserung oft zu nachlassender
Compliance des Patienten, insbesondere zu friihzeitiger Behandlungsabbriiche.
Diese sorgen flr eine Selektion von Antibiotika-resistenten Mutanten. Die
zunehmende Anzahl an Infektionen mit resistenten Stdmmen von Mtb stellt ein
immer gro3eres Problem dar. Das betrifft vor allem Regionen mit hoher Tuberkulose
Last: Suidostasien, westpazifische Lander und Afrika [105]. Treten Resistenzen auf
gegen lIsoniazid und Rifampicin auf, spricht man von multidrug resistant
Tuberkulose (MDR-TB). Stamme mit Resistenzen gegen alle Erstlinien-
Tuberkulostatika und gegen mindestens zwei Zweitlinien-Tuberkulostatika werden
als extensively drug resistant Tuberkulose (XDR-TB) bezeichnet. MDR-TB und
XDR-TB erfordern eine Therapie mit weniger effektiven Antibiotika als eine
Tuberkulose ohne Resistenzen. Das bedeutet eine therapeutische Machtlosigkeit
fur armere Regionen. In Deutschland sind ca. 3% der Falle eine MDR-TB.
Insgesamt gab es im Jahr 2014 9 Félle einer XDR-TB — 8 davon waren Erkrankte,

die aus Nachfolgerstaaten der ehemaligen Sowjetunion stammten [110].

Aus finanzieller Sicht entsteht ein zunehmendes Problem, vor allem fur armere
Regionen: die Behandlung einer nicht-resistenten Tuberkulose kostete im Jahr
2014 zwischen 100 - 500 US$. Die Behandlung einer MDR-TB hingegen belief sich
bereits auf Kosten von 5000 - 10000 US$. Gerade armere Lander, welche eine

hohere Last an MDR-TB und XDR-TB aufweisen, geraten aufgrund der
6
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Resistenzentwicklungen und der damit einhergehenden, steigenden finanziellen
Belastung in Not. Aus Daten Uber Gesundheitsausgaben reicher Lander lassen sich
2 Richtwerte festlegen, welche erreicht werden missen, um eine ausreichende
medizinische  Versorgung fur  Tuberkulosekranke sicherzustellen: Die
Gesundheitsausgaben mussen mindestens 6% des Bruttoinlandsproduktes
betragen und weniger als 15% aus Spesen gedeckt werden. Die meisten Lander,
allen voran die 22 Lander mit der héchsten Tuberkuloselast und Niedriglohn-Lander,
erreichen diese beiden Richtwerte nicht. Von den 22 Landern mit der hdchsten
Tuberkuloselast sind Brasilien, Thailand und Sudafrika am nachsten dran, diese

Richtwerte zu erreichen [105].

Diese Entwicklungen erfordern ein Umdenken im Kampf gegen Tuberkulose. Der
kosteneffizienteste und langfristig erfolgversprechendste Weg stellt dabei ein
wirksamer  Impfstoff gegen  Tuberkulose dar. Damit konnte man
Resistenzentwicklungen, Therapieproblemen und der hohen Tuberkulose Last
weltweit entgegenwirken. Ein effektiver Impfstoff wirde die Anzahl der Tuberkulose
Patienten mit hoher Wahrscheinlichkeit senken. Als Konsequenz sinkt das Risiko
der Weltbevoélkerung gegentber Mtb exponiert zu werden. Die Lipidantigene der
mykobakteriellen Wand stellen vielversprechende, neue Antigene im Vergleich zu
den konventionellen Proteinantigenen dar, aus welchen bis dato kein hinreichend
wirksamer Impfstoff gewonnen werden konnte. Um diese Lipidantigene in
menschliche Makrophagen zu transportieren und somit T-Zellen zu prasentieren,
werden neue Transportvehikel bendtigt. Liposomen sind aufgrund ihres

Lipidaufbaus ideal fur diesen Einsatzzweck geeignet [37].

1.2. Liposomen

Liposomen sind 100 nm bis 2 pum grolRe, Vesikel-artige Partikel aus einer
Doppellipidschicht, die eine wassrige Phase umschlie3en. Sie kbnnen dadurch ein
breites Spektrum an Antigenen inkorporieren. Im Jahr 1968 entdeckt, wurden kurze
Zeit spater deren Eigenschaften als Transporter von Wirkstoffen weiter erforscht
[32]. Seitdem werden Liposomen in der Forschung eingesetzt und sind bereits heute

Bestandteil zugelassener Medikamente wie das Amphotericin B enthaltende
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AmBisome [58] und in klinischen Testphasen befindlichen Impfstoffen [37].
Liposomen besitzen Eigenschaften, die sie als Grundbaustein eines Impfstoffes

attraktiv machen [37]:

¢ sie besitzen eine Adjuvansfunktion fiir das angeborene Immunsystem

e sie kdnnen durch inkorporierte Liganden Wirkstoffe zu definierten Zellen des
Immunsystems transportieren (z.B. Lipopolysaccharid (LPS) als Ligand fur
den toll-like receptor 4)

e sie schitzen wahrend des Transports die inkorporierten Wirkstoffe vor
enzymatischen Abbau

e sie fuhren zu einem Depoteffekt an der Injektionsstelle

e sie ermdglichen durch die hydrophobe Hulle den Transport von Lipiden

Auch durch Modifikation der Zusammensetzung kann die Wirkung der Liposomen

modifiziert werden:

e der Einbau von stearyliertem Octaarginin fordert die Phagozytose durch
Makrophagen [44] und zeigt im Vergleich zu kationischen Liposomen einen
geringeren schadlichen Einfluss auf die Zellstoffwechselaktivitat [90]

e groRBere Liposomen (0.5-2 pum) verbleiben langer am Injektionsort und
werden von dendritischen Zellen aufgenommen, wahrend kleine Liposomen
(<200 nm) tber Lymphe in die Lymphknoten abtransportiert werden [37, 60]

e (Uber den Einbau von Cholesterol kann die Membranfluiditdt verandert
werden [8, 37]

e eine positive Ladung induziert eine starkere Antigen-spezifische

Immunantwort als eine neutrale/negative Ladung [37]

Durch die Modifikation der Zusammensetzung von Liposomen kann die Effektivitat
eines Impfstoffes optimiert werden. Liposomen bieten dadurch die Moglichkeit
spezifische Signalwege des menschlichen Immunsystem zu aktivieren. Dies ist
insbesondere bei der Tuberkulose ein Vorteil, da so gezielt CD4-positive T-Zellen
aktiviert werden konnen [73]. Die in dieser Arbeit verwendeten Liposomen hatten
einen Durchmesser von 100 nm, damit sie im humanen Organismus
schnellstmdglich Uber Lymphwege abtransportiert und dem Immunsystem

zugefuhrt werden kdnnen.
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1.3. Vorarbeiten im Institut

Mycobacterium tuberculosis und die Abundanz von Lipidantigenen in dessen
aulBerer Zellwand ruckten vor mehreren Jahren in den Fokus vieler
Forschergruppen weltweit [13, 49]. Dies geschah ebenfalls im MyTb Lab in Ulm mit
der Hoffnung, ein potentes Antigen zur Immunisierung gegen die Tuberkulose zu
identifizieren und zu etablieren [43]. Die Idee war, dies auf Basis von Liposomen zu
erreichen. Liposomen, welche aus Phosphatidylcholin, Cholesterol, und
stearyliertem Octaarginin bestanden, boten die Méglichkeit, die mykobakteriellen
Lipidantigene der auf3eren Zellwand als Antigene zu verwenden und dem humanen
Immunsystem zuzufihren. Die Hypothese war, T-Zellen durch diesen liposomalen
Transportmechanismus zu aktivieren und so eine suffiziente Immunitat gegen
Tuberkulose zu induzieren [44]. Neben zellularer Aufnahme leerer Liposomen
wurden auch grundlegende Kriterien wie Sterilitat des Herstellungsprozesses
untersucht.  Lipoarabinomannan (LAM), eine Hauptkomponente der
mykobakteriellen Zellwand, wurde als Modelantigen verwendet [43]. LAM-
spezifische T-Lymphozyten zeigten durch Sekretion von IFN-y antimikrobielle
Aktivitét gegen Mtb, nachdem diese Uber Nacht mit LAM inkubiert wurden. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die Inkorporation von LAM in Liposomen und die
anschlieBende Inkubation mit menschlichen Immunzellen zu einer verminderten
Expression von Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren gamma — PPAR y —in
diesen Zellen fuhrt. Die T-Zell-Iimmunantwort auf mit LAM beladene Liposomen war
2-16x groler als auf reines LAM [43]. Dies zeigte, dass der Transport von
mykobakteriellen Glykolipid- und Lipidantigenen mit Hilfe von Liposomen ein
vielversprechender Ansatz ist, eine Mtb-spezifische T-Zell-immunantwort zu

induzieren.

Aufgrund dieses neuen Wissens rickte der Fokus von der Inkorporation eines
spezifischen Antigens auf die Inkorporation multipler Antigene aus der
mykobakteriellen Zellwand, um dann in einem zweiten Schritt weitere potente
Antigene aus dieser Antigenkombination zu identifizieren. Die vorliegende Arbeit
beschaftigt sich mit der Inkorporation besagter Antigenkombination — Mtb-Extrakt —
, deren Eigenschaften in Kombination mit Liposomen, sowie deren Interaktionen mit

dem humanen Immunsystem.
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1.4. Ziel dieser Arbeit

Die Tuberkulose stellt immer noch eine gro3e Herausforderung fir die
Gesundheitssysteme in aller Welt dar. Hauptprobleme sind die Zunahme
multiresistenter Stamme sowie das Fehlen eines wirksamen Impfstoffes. Der derzeit
einzig zugelassene Impfstoff Bacillus Calmette-Guérin (BCG) fihrt vor allem bei
Immunsupprimierten zu Nebenwirkungen und schitzt nicht vor der ansteckenden
Lungentuberkulose bei Erwachsenen. Auf der Suche nach neuen Impfstoffen sind
daher vor allem Totimpfstoffe in den Blickpunkt gertickt. Hier besteht eine
wesentliche Herausforderung darin, die Impfantigene in die richtigen Zielzellen -
Makrophagen und dendritische Zellen - zu transportieren. Arbeiten aus unserem
Labor haben dazu beigetragen Liposomen als geeignete Transportvehikel von
mykobakteriellen Antigenen in humane Immunzellen zu etablieren. Dabei wurden
Effekte unterschiedlicher Liposomenkompositionen, sowie diverser Antigene
untersucht. Auf dieser Basis wurden im ersten Teil dieser Arbeit liposomale

Eigenschaften wie

1. GroRRe und Homogenitat,
2. die Menge und Art an inkorporiertem Antigen,

3. Toxizitat

als Zielvariablen definiert. Die dazu formulierten einseitigen Hypothesen waren,

dass
1. ad 1.
o die GroRRe wahrend der Herstellung sukzessive abnimmt,
o die in dieser Arbeit verwendeten Liposomen einen Durchmesser von
100 nm besitzen,
o Liposomen in homogener Suspension vorliegen,
o das wahrend der Herstellung notwendige Extrudieren zu einem
Verlust von Liposomen fihrt,
2. ad 2.
o in leeren und Antigen-beladenen Liposomen verschiedene Mengen
an Mtb-Extrakt inkorporiert sind,
3. ad 3.

10
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O

O

Liposomen ab einer definierten Verdinnung fir humane Zellen
toxisch sind,
die Mtb-Extrakt Menge der Liposomen keinen Einfluss auf deren

Toxizitat fir humane Zellen hat.

Mit diesem neuen Wissen wurden im zweiten Teil liposomale Interaktionen mit dem

menschlichen Immunsystem analysiert. Dabei wurden Experimente zu den

Zielvariablen

1. Phagozytose von Liposomen durch Makrophagen,

2. TNF-a Freisetzung, und

3. IFN-y Freisetzung durch T-Zellen

durchgefiihrt. Zu den oben genannten Zielvariablen wurden zu Beginn einseitige

Hypothesen formuliert:

1. ad 1.
(@)

o

2. ad 2.

3. ad 3.

Liposomen werden von humanen Immunzellen phagozytiert;

Die Phagozytose von Liposomen durch humane Immunzellen ist
unabhangig vom Mtb-Extrakt Gehalt der Liposomen.

Die Phagozytose von Liposomen durch humane Immunzellen nimmt
mit steigender Liposomenkonzentration zu.

Zellen mit Haupthistokompatibilitatskomplex 11 phagozytieren

Liposomen.

Zellen produzieren nach Inkubation mit Mtb-Extrakt-haltigen

Liposomen TNF-a.

Mtb-spezifische Kurzzeit-T-Zelllinien generieren nach Inkubation mit
Mtb-Extrakt-haltigen  Liposomen eine  Mtb-Extrakt-spezifische

Freisetzung von IFN-y.

Aufgrund der Ergebnisse der durchgefuihrten Experimente wurde im Verlauf eine

zusatzliche Hypothese formuliert:

e ad 1. Liposomen haften an der Oberflache von cluster of differentiation 3-

positiven Zellen
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1. Einleitung

Hauptziel dieser Arbeit war es Liposomen als Tragermolekul fir mykobakterielle
Antigene zu etablieren. Unsere Vision ist es, Liposomen als Vehikel fur Lipid-

basierte Impfstoffe gegen die Tuberkulose zu entwickeln.
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2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material

Arbeitsgerate:

Gerat Hersteller
3016 (Schiittler) GFL
Axiovert 40 CF (Auflichtmikroskop) Zeiss
CH-BI45-2 (Lichtmikroskop) Olympus
Curix 60 (Entwickler) AGFA

Dynamic Light Scattering

Malvern Industries

ELISA-Reader

ASYS

FACSCalibur (Durchflusszytometer)

Becton Dickinson

Fluoreszenzmikroskop Axioskop-2 Zeiss
Gelkammer Western Blot Whatman
Heizblock 5320 Eppendorf
Inkubator 6000 Heraeus
Infinite M200 Tecan

Mini-Extruder

Avanti Polar Lipids

Neubauer-Zahlkammer Schubert & Weiss
Nanoparticle Tracking Analysis Nano-Sight
Pipetten Eppendorf
Pipettierhilfe Eppendorf

Rotavapor RII (Rotationsverdampfer)

Biichi Labortechnik AG

Sicherheitswerkbank 1

Thermo Scientific

Sicherheitswerkbank 2

Heraeus

TE 77 PWR (Blotting-Apparat)

Amersham Biosciences

Ultraschallbad T310-H

Roth, Karlsruhe

Vortex Heidolph
Wasserbad Kottermann
Zentrifuge 5417R Eppendorf

Zentrifuge 5810R

Eppendorf




2. Material und Methoden

Arbeitsmaterialien:

Material

Hersteller

100nm Extruder-Filter

Avanti Polar Lipids

15ml-Kulturflaschen

Becton Dickinson/Falcon

FACS-Ro6hrchen

Becton Dickinson/Falcon

Gewebekulturplatten, 24-Well

Becton Dickinson/Falcon

Gewebekulturplatten, 96-Well | Nunc
Flachboden

Gewebekulturplatten, 96-Well | Nunc
Rundboden

Gewebekulturplatten, 96-Well ELISA Nunc
Immobilon-P Transfer Membrane Millipore

Parafilm Pechiney Plastic Packaging
Pipettenspitzen 0,5 — 10ul Brand

Pipettenspitzen 100 — 1000ul Sarstedt

Pipettenspitzen 2 — 200pl Roth

Rundkolben VWR

Roéhrchen (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml) Eppendorf

Schraubréhrchen  ,Bluecaps® (15ml,
50ml)

Becton Dickinson/Falcon

Stripetten (5ml, 10ml, 25ml)

Costar

Support-Filter

Avanti Polar Lipids

Chemikalien:

Chemikalie Hersteller
2-Mercaptoethanol, 14,3 mol/l in H20 Sigma
Acrylamide-Bis, 30% w/v Serva
Albumin (bovine), fest, rein Sigma

Aqua dest. ,Ampuwa‘, flissig, rein

B. Braun, Petzold GmbH

BCA Protein Assay Pierce
Bromphenolblau,0,2 mg/ml in Methanol Sigma

DRK Blutspendedienst BW-
Buffy Coats

Hessen, Ulm
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2. Material und Methoden

CDP-Star Substrat Roche
Chloroform, fliissig, rein VWR
Cholesterol, fest, rein Sigma
Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat | Sigma
(DIIC), 5 pmol/l in DMSO

Dimethylsulfoxid (DMSO), fllissig, rein Sigma
ELISA- Strept AB-Komplex, 10 mg/ml in H20 Invitrogen

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), 0,05% w/v

Thermo Scientific

Ficoll-Paques Plus

GE Healthcare Bio Sciences

Fetales Kalberserum Sigma
Glycerol, flissig, rein Roth
Glycin, fest, rein Merck
H2S04, 0,18 mol/l in H20 Roth
HCI, 37%ig in H20 Roth
Hepes Roth
Humanserum AB Cambrex
Isopropanol, 70%ig Roth

L-Glutamin, fest, rein

Thermo Scientific

Methanol, flissig, rein Roth
Milchpulver, fest, rein Roth
MgCl, 1 mol/l in H20 Roth
NaOH, 2,5 mol/l in H20 Merck
Natriumazid, fest, rein Roth
Natriumchlorid, fest, rein Roth
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas
Paraformaldehyd, 4%ig in PBS Sigma

PBS Thermo Scientific
Penicillin, 20000 U/ml in H20 Biochrom
PermWash Becton Dickinson

Phosphatidylcholin (egg, chicken), fest, rein

Avanti Polar Lipids

RPMI 1640

Thermo Scientific

Stearyliertes Octaarginin, fest, rein

Avanti Polar Lipids

Streptomycin,10 mg/ml in H20

Sigma
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2. Material und Methoden

TMB Substrate Solution Thermo Scientific
Tris, fest, rein Roth
Trypanblau, 0,5%ig in H20 Biochrom AG
Tween 20 Sigma

Medien und Puffer

Medien:

Zellkulturmedium (CM) RPMI 1640

+ 10 mM Hepes

+ 2 mM L-Glutamin

+ 5% hitzeinaktiviertes (30 min bei 56
°C) Humanserum

+ 60 pg/ml Penicillin und 100 pg/ml

Streptomycin

Waschmedium 400 ml PBS
+ 100 ml CM
+ 20 ml FCS
Puffer:
Durchflusszytometrie:
FACS-Puffer: 1000 ml PBS
+ 10 ml 10% Natriumazid
+ 10 ml FCS

PermWash (10x):

1:10 verdinnt in PBS

4% Paraformaldehyd:

4% Paraformaldehyd in PBS

Bindepuffer: Annexin-V-FITC Apoptose Kit (Becton
Dickinson)
ELISA:
Assay-Puffer: 500 ml PBS
+ 10 g Albumin
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2. Material und Methoden

Waschpuffer:

500 ml PBS

+ 3 g Tris (=50 mM)

+ 500 mg Albumin (= 0,1%)
+ 1 ml Tween 20 (= 0,2%)

Stopldsung (0,18M):

196 ml H20
+3,7ml 9,7 M H2SO4

Western Blot:

10x TBS: 1000 ml destilliertes Wasser
+ 8 g NaCl (= 8%)
+1,21 g Tris
pH mit H2SO4 auf 7,3
TBS-T: TBS 1:10 mit destilliertem Wasser

verdinnt

+ 1 ml Tween 20

Alkalische Phosphatase-Puffer:

995 ml destilliertes Wasser
+12,11 g Tris

+ 5,84 g Natriumchlorid

+ 5 ml 1 M Magnesiumchlorid

Ladepuffer:

125 mM Tris/HCI
+20% Glycerol
+4% SDS
+Mercaptoethanol
+100 mM DTT

+0.2 mg/ml Bromphenolblau

10x Laufpuffer:

1000ml Aqua dest.
+250 mM Tris
+1.9 M Glycin

+17 mM SDS

pH 8.3
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2. Material und Methoden

1x Laufpuffer: 10x Laufpuffer auf 1/10 mit Aqua dest.
verdinnt

Trenngelpuffer: 1.5 M Tris/HCI
+0.4% SDS
pH 8.8

Trenngel (12%): 2.5 ml Aqua dest.

+1.9 ml Trenngelpuffer
+3.0 ml 30% Polyacrylamid-Lésung
+75 pl 10% APS

+3 yl TEMED
Sammelgelpuffer: 0.5 M Tris/HCI
0.4% SDS
pH 6.8
Sammelgel (5%): 1.75 ml Aqua dest.

+0.3 ml Sammelgelpuffer

+0.4 ml 30% Polyacrylamid-Lésung
+25 pl 10% APS

+2.5 yl TEMED

Transferpuffer: 1000 ml Aqua dest.
+25 mM Na2HPO4

Blockierungspuffer: 5% Milchpulver in TBS-T
Zytokine:
Zytokin Hersteller
rhu GM-CSF, 10 ng/ml Berlex
rhu IFN-y, >= 63 pg/ml R&D Systems
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2. Material und Methoden

rhu IL-4, 10 ng/mi

Strathmann

rhu TNF-a, >= 63 pg/ml

Endogen

Antikorper:

FACS-Antikorper

Hersteller

APC CD3

Becton Dickinson

APC IgG2a

Becton Dickinson

Biotin MHC Klasse Il

Becton Dickinson

FITC Annexin V

Becton Dickinson

FITC I1gG1 Invitrogen

FITC Streptavidin Caltag

FITC TNF-a eBioscience

PE Propidiumiodid Becton Dickinson
PerCP IgG2a Becton Dickinson

PerCP MHC Klasse I

Becton Dickinson

Sonstige Antikdrper

Hersteller

anti-human-IFN-y, 1 pg/ml

Thermo Scientific

anti-human-IFN-y biotinyliert, 0,5 pg/ml

Thermo Scientific

anti-human-TNF-a, 2 pg/ml

Thermo Scientific

anti-human-TNF-a biotinyliert, 0,5 pg/ml

Thermo Scientific

donkey anti-rabbit

Jackson, ImmunoResearch Laboratories

rabbit anti-H37Rv

BEI| Resources

Antigene:

Antigen

Hersteller

Lipopolysaccharid, 3 ng/ml

Sigma

Mtb-Extrakt, 1 mg/ml in H20

Extrakt aus Mycobacterium tuberculosis

H37Rv; Institut far Medizinische

Mikrobiologie und Hygiene, Ulm
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2. Material und Methoden

2.2. Methoden

Folgende in dieser Arbeit verwendeten Methoden wurden nach in-house Standards,

abgeleitet von Standards der ASTM, durchgefuhrt:

e Generierung von PBMC, Makrophagen und Kuzzeit-T-Zelllinien aus Buffy
Coats

e Stimulation von PBMC und Makrophagen

e Herstellung von Liposomen

e Durchflusszytometrie

e ELISA

e Fluoreszenzmikroskopie

e Bradford Protein Assay

e NTA

e DLS

e \Western Blot

Keine angewandte Methode war eine vom Labor entwickelte Methode.

2.2.1. Gewinnung und Stimulation von Zellen

Gewinnung von peripheren mononuklearen Zellen aus Buffy Coats

Periphere mononukleare Zellen (PBMC) wurden aus Buffy Coats mittels Ficoll,
phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) und mehreren Zentrifugationsschritten
aufgereinigt. Dabei wurden 25 ml frisches Blut mit Heparin versetzt und vorsichtig
auf 15 ml Ficoll gegeben. Dieses Polysaccharid mit einer definierten Dichte von
1,077 g/ml besitzt die Eigenschaft die unterschiedlichen Zellfraktionen des Blutes
mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation aufzutrennen. Nach dem ersten
Zentrifugationsschritt (1600 U/min fur 30 min) werden aus der Interphase die
gewlnschten Lymphozyten und Monozyten abgenommen. Durch mehrere,
darauffolgende Zentrifugationsschritte und Lyse von Erythrozyten mit Aqua dest.

erhalt man aufgereinigte PBMCs. Die PBMC wurden mit Trypanblau geféarbt, in der
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2. Material und Methoden

Neubauer Zahlkammer gezéhlt und mit Zellkulturkomplettmedium (CM) auf die

gewiinschte Konzentration eingestellt (Abb. 3).

Plasma

Buffy Coat + PBS

PBMC AN

weitere Zentrifugationsschritte, /
Lyse und Zellzahlbestimmung

-_— Ficoll

Ficoll

PBMC in CM

Erythrozyten,

Granulozyten, etc. \_/

1600 Umdrehungen/min, 30 min

Abbildung 3: Aufreinigung von periphere mononukledren Blutzellen (PBMC).
Frisches Blut wurde mittels phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), Ficoll und
mehrerer Zentrifugationsschritte nach Zellfraktionen aufgetrennt. Die ubrig
gebliebenen PBMC wurden in Zellkulturkomplettmedium (CM) gelést.

Generierung von Makrophagen
Makrophagen wurden aus PBMC wie folgt generiert (Abb. 4):

e Makrophagen: 80x10® PBMC wurden fiir 1 h in einer Kulturflasche inkubiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand mit nicht-adharenten Zellen
abgenommen und verworfen. Die adharenten Monozyten differenzierten sich
durch Zugabe von GM-CSF nach 4-6 d Inkubationszeit bei 37 °C zu
Makrophagen. Danach wurden die Makrophagen mit Hilfe von 1 mM
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) in PBS geerntet (nach 20 min Inkubation
bei Raumtemperatur). Die gelésten Zellen wurden gezahlt und in CM auf die
gewlnschte Konzentration eingestellt.

e CD1-positive Makrophagen: Zusatzlich zum oben beschriebenen Procedere
wurde Interleukin-4 (IL-4) zur Stimulation verwendet. Nach 3 - 4 Tagen

wurden die ausdifferentierten CD1-positiven Makrophagen geerntet.
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Abbildung 4: Generierung von Makrophagen. Nach 1 h Inkubationszeit adhéarierten

die Monozyten am Boden der Kulturflasche. Der Uberstand wurde verworfen. Um
Makrophagen aus den adharenten Monozyten zu generieren, wurden diese mit
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) fiur 3 - 4 Tage
inkubiert. Zur Generierung von cluster of differentiation 1-positiven Makrophagen
wurde zusatzlich mit Interleukin-4 (IL-4) inkubiert.

Stimulation von PBMC und Makrophagen

1x108 PBMC fur Enzyme Linke Immunosorbent Assay (ELISA) bzw. 2x10® PBMC
fur Durchflusszytometer (FACS) wurden mit verschiedenen Reagenzien fur 16-18 h
in einer 24 well-Platte inkubiert (Endvolumen 300 pul). AnschlielRend wurden die
Zytokinkonzentrationen im Uberstand bestimmt oder die stimulierten Zellen im
FACS analysiert. Die Stimulation von Makrophagen geschah mit 0,2x10% M® auf
einer 96-Well-Platte mit denselben Konzentrationen der Reagenzien (Endvolumen
200 pl).
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2. Material und Methoden

Generierung von Kurzzeit-T-Zelllinien

Um spezifische T-Zellen zu generieren, wurden 16x10% PBMC mit Interleukin-2T6
(IL-2T6) fur 3 Tage in CM inkubiert und anschlieend in einem 1:1 Verhaltnis mit
CD1-positiven  Makrophagen  desselben  Spenders und  Mtb-Extrakt
zusammengegeben und nochmals inkubiert (Abb. 5). Nach dem Ernten wurde die
Spezifitat der T-Zellen auf Mtb-Extrakt im IFN-y ELISA gemessen.

X
.o ee zusammenfihren p** .*

>
FoX P ®
+IL-4 >

3-4 d inkubieren
3d

+[L-2T6 > . + [L-2T6
2-3 d inkubieren

3d
**‘vk Antigen (hier Mtb-Extrakt)

@ 1-zelien 4
o9
° Monozyten Mib-spezifische

T-Zellen

Abbildung 5: Generierung von Kurzzeit-T-Zelllinien. Monozyten wurden mit
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und Interleukin-4
(IL-4) fur 3 - 4 Tage inkubiert. T-Zellen desselben Spenders wurden fir 2 - 3 Tage mit
Interleukin-2T6 (IL-2T6) inkubiert. Die Zellfraktionen wurden anschlielend
zusammengefihrt und mit Mycobacterium tuberculosis-Extrakt (Mtb-Extrakt) far 3
Tage inkubiert. Um Mtb-spezifische T-Zellen zu generieren, wurden die Zellen weitere
3 Tagen mit IL-2T6 inkubiert.
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2.2.2. Herstellungs-, Analyse- und Messmethoden

Herstellung von Liposomen
Folgende Reagenzien wurden in einen Rundkolben gegeben:

e 5 mg Phosphatidylcholin (in 2 ml einer 1:1 Chloroform-Methanol-Mischung
gelost)

e 1 mg Cholesterol (10 mg/ml in Chloroform gel6st)

e 800 pg Stearyl.-R8 (20 mg/ml in DMSO geldst)

e +/-20/40/80 pg Mtb-Extrakt (c = 1 mg/ml)

e +/- 18,3 ul DilC (0,2 mol%)

M’tb Extrakt

* Phosphatidylcholin /
» stearyliertes Octaarginin ,

« Cholesterol

.

20ug 40ug 80ug
l 4
| ,M20¢ || M40 || ,M80"

Abbildung 6: Zusammensetzung von Liposomen. Leere Liposomen (Lipo)
bestanden aus 5 mg Phosphatidylcholin, 1 mg Cholesterol und 800 ug stearyliertem
Octaarginin. Zur Herstellung von Liposomen mit 20/40/80 ug inkorporiertem
Mycobacterium tuberculosis-Extrakt (M20/M40/M80) wurden zuséatzlich die jeweiligen

Mengen an Mycobacterium tuberculosis-Extrakt (Mtb-Extrakt) hinzugegeben.

Das Gemisch wurde mit Aluminium-Folie und Parafilm luftdicht abgedichtet, im
Ultraschallbad fir 10 min beschallt und anschlie3end mittels Rotationsverdampfer
stufenweise komplett verdampft (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Schritte beim Rotationsverdampfen

Druck (mbar) Hysterese (mbar) Zeit (min)
700 50 2
600 50 2
500 50 2
400 50 2
350 25 10
250 25 20
100 10 20
0 10 20

Es folgten weitere Schritte:

1.

© 0 N o o b w N

10.

11.

Nach Verdampfen des kompletten Ldsungsmittels Resuspension des
entstandenen Lipidfilms in 2 ml PBS

1 h Inkubation bei Raumtemperatur

Beschallung im Ultraschallbad fir 15 min

1 h Inkubation bei Raumtemperatur

Suspension in Eppendorf-Gefal3 Gberfihren

Zentrifugation (30 min bei 14000 U/min)

Uberstand verwerfen und Pellet in 200 — 300 pl PBS I6sen

Vortex

Einfrieren & Auftauen (freeze & thaw) (Suspension 30 Sekunden in fllissigen
Stickstoff tauchen und anschlieend 2 min im Wasserbad (37 °C) auftauen,
Vorgang 10x wiederholen)

Liposomen 11x extrudieren (Suspension wird mehrmals durch eine Membran
mit 100 nm Porengréf3e gepresst)

Liposomen in Eppendorf-Gefald bei 4 °C lagern.

Das Verfahren ist in Abb. 7 schematisch dargestellt.
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Suspension

10 min - Rotationsverdampfer
Ultraschall I
o o
1 h warten 15 min 1 h warten

Ultraschall

o — ok — e —— ]
Zentrifugation freeze & thaw Extrudieren

Abbildung 7: Schritte der Liposomenherstellung. Die Suspension aus 5 mg
Phosphatidylcholin, 1 mg Cholesterol und 800 ug stearyliertem Octaarginin durchlief
Schritte wéahrend der Herstellung: Rotationsverdampfer, Ultraschallbad,

Zentrifugation, Einfrieren & Auftauen (freeze & thaw), und Extrudieren.

Durchflusszytometrie

Uber Nacht stimulierte PBMC (18 h) wurden nach folgendem Schema fir die
Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) gefarbt (Abb. 8):

1. Ernten, Waschen mit FACS-Puffer und Zentrifugation (10 min bei 1300
U/min)

2. Resuspension des Pellets in 200 ul FACS-Puffer (Uberstand verwerfen)

3. Zugabe der Oberflachenantikdrper

4. Inkubation (30 min bei 4 °C)

Fir eine intrazellulare Farbung wurden zusatzlich folgende Schritte unternommen
(Abb. 8):

5. Waschen der Zellen mit 4% PFA
6. Inkubation (20 min bei Dunkelheit auf Eis)
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7. Waschen der Zellen mit PermWash
8. Zugabe der intrazellularen Antikrper
9. Inkubation (30 min bei 4°)
10.Waschen mit PermWash
11.Waschen mit FACS-Puffer

Oberflachen-AK 4% PFA
—_— —_—

I
v

Perm Wash

#

A . ” A\ »~ ‘ ) Y intrazellulare AK
- v ~ \‘\7‘ 4

3 *jntrazellulérerAK < >_\ Y Oberflachen-AK

Abbildung 8: Intrazellulare Durchflusszytometrie-Farbung. Uber Nacht inkubierte
Zellen wurden mit einem Oberflachenantikdérper (Oberflachen-AK) markiert. Nach
Zugabe von 4% Paraformaldehyd (PFA) und PermWash wurden die Zellen mit
intrazellularen Antikdrpern (intrazellulare AK) gefarbt. Im Zellkern ist die
Desoxyribonukleinsaure (DNS) dargestellt.

Zur Detektion apoptotischer Zellen wurden die Zellen in Bindepuffer gegeben und
mit Annexin-V-FITC sowie Propidiumiodid-PE geféarbt. Annexin-V bindet negativ
geladene Phospholipide. Bei vitalen Zellen befindet sich das negativ geladene
Phosphatidylserin auf der Zellmembraninnenseite. Wird eine Zelle apoptotisch,
verlagert sich das Phosphatidylcholin nach aul3en und kann von Annexin-V-FITC
gebunden werden. Wird eine Zelle nekrotisch, kann Propidiumiodid-PE die DNA im
Zellkern binden. Nach 15 min Inkubationszeit wurden die Zellen im

Durchflusszytometer analysiert (Abb. 9).
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vitale Zelle apoptotische Zelle nekrotische Zelle

® Annexin-V-FITC
@ Propidiumiodid-PE

Phosphatidylserin

Abbildung 9: Annexin-V-FITC Apoptosefarbung. Apoptotische Zellen werden von
Annexin-V-FITC an Phosphatidylserin gebunden, welches bei der Apoptose an der
Zelloberflache exprimiert wird. Bei nekrotischen Zellen wird die Zellmembran
durchlassig (schwarze Sterne). Dies ermaoglicht Propidiumiodid-PE,

Desoxyribonukleinsdure (DNS) im Zellkern nekrotischer Zellen zu binden.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Die Zytokinkonzentration wurde mittels Sandwich-ELISA bestimmt (Abb. 10):

Zugabe des ,coating“ Antikodrpers ins Well
Inkubation (bei Raumtemperatur Gber Nacht)
Blockieren mit Assay-Puffer (1 h)

Zugabe der Proben und des Standards
Inkubation (1 h)

Zugabe des zweiten, biotinylierten Antikorpers
Inkubation (1 h)

Dreimaliges Waschen mit Waschpuffer,

© © N o o b~ 0w DdhPE

Zugabe des Streptavidin/Biotin-Peroxidase-Komplex
10. Inkubation (20 min)

11.Waschen mit Waschpuffer

12.Zugabe von TMB Substrat

28



2. Material und Methoden

13. Stoppen der Farbreaktion mit 0,18-molarer H2SO4
14.Messen der optischen Dichte mittels ELISA-Reader (Wellenlange 450 nm)

Bindungsstellen fur Fc-Fragment
Albumin
coating-Antikorper

[
Y
A ® ztokin

. biotinylierter Antikorper

Streptavidin/Biotin-Peroxidase-Komplex
Substrat

.>-

Abbildung 10: Sandwich-Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Um ein
Zytokin quantitativ nachzuweisen wurde ein spezifischer Antikérper ins Well
eingebracht, der unspezifisch an seiner konstanten Region (Fc-Fragment) an der Well-
Wand gebunden wurde. Die restlichen unspezifischen Bindungsstellen wurden mit
Albumin blockiert. Die Probe mit dem nachzuweisenden Zytokin wurde aufgetragen
und anschlieBend ein biotinylierter Antikdrper hinzugegeben. An den biotinylierten
Antikdrper band ein Streptavidin/Biotin-Peroxidase-Komplex, der die Farbreaktion
eines Substrats katalysierte. Die Reaktion wurde nach einiger Zeit mit niedrigmolarer
Schwefelsdure abgebrochen. Die optische Dichte dieser Farbreaktion wurde im ELISA-

Reader gemessen.

Um den ELISA auszuwerten zu konnen, wurde das Statistikprogramm Excel
verwendet. Die optischen Dichte- Werte (OD) der Standardreihe wurden in ein
kartesisches  Koordinatensystem eingetragen und eine  Trendgerade
hindurchgelegt. Der kleinstmogliche, plausible Wert der Standardreihe, der nahe bei
der Trendgerade lag, wurde als Sensitivitatsgrenze benutzt. Dieser Wert lag
meistens bei 63 pg/ml. Mit dieser Trendgerade wurden die OD Werte der Proben in

Zytokinkonzentrationen umgerechnet.
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Fluoreszenzmikroskopie

2x10° PBMC wurden tber Nacht mit
Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat-gefarbten (DilC) Liposomen in
verschiedenen Verdunnungen inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen
geerntet und in CM geldst. Die Zellen wurden anschliel3end auf einen Objekttrager
pipettiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop mit einer 20x VergroéRRerung
betrachtet. Die Wellenlange betrug ca. 550 nm. Als Kontrolle wurden unstimulierte
PBMC verwendet.

Proteinbestimmung mittels Bradford Assay

Zur quantitativen Proteinbestimmung wurde das ,BCA protein assay kit“ verwendet.
Als Standard wurde bovines Serumalbumin (BSA) in absteigenden Konzentrationen
verwendet (2 mg/ml, 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.0625 mg/ml,
0.03125 mg/ml und 0 mg/ml). 10 ul der Proben/des Standards wurden auf eine 96-
Well-Flachbodenplatte gegeben und 90 ul des BCA Reagenz hinzugefligt. Dieses
Reagenz besteht aus einer 50:1 Mischung der BCA Ldsung A und der BCA Lésung
B. Nach einer Inkubationszeit von 30 bis 45 min bei 37 °C wurde die Absorption bei
562 nm gemessen. Die OD aller Proben wurden analog zur statistischen Methode

der ELISA-Auswertung in Proteinkonzentrationen umgerechnet.

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Die NTA nutzt die Brown’sche Bewegung von Molekulen und Nanopartikeln aus,
anhand derer eine Berechnung des Durchmessers bzw. der Grof3e der Partikel
moglich ist. Dabei wurden Liposomen mit einem Mikroskop beobachtet, wahrend
diese mit einem Laser sichtbar gemacht wurden. Das Licht der Liposomen wurde
mit einer Kamera tber mehrere, eng aufeinanderfolgende Bilder aufgenommen. Auf
diesen Bildern erfasste ein Computer einzelne Liposomen und deren
Bewegungsradius. Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Beziehung wurde der Durchmesser
der Liposomen durch den Computer berechnet.
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2. Material und Methoden

Dynamic Light Scattering (DLS)

Liposomen wurden mit koharentem, monochromatischem Laserlicht bestrahlt. Dies
fuhrte dazu, dass sich an den Liposomenpartikeln Streulicht bildete. Dieses
Streulicht bildeten Interferenzmuster. Da Liposomen nicht still im Raum verweilen,
sondern ihre Position permanent aufgrund der Brown’schen Molekilbewegungen
verandern, wiesen diese Interferenzmuster Schwankungen auf, welche mit
mehreren Kameras detektiert wurden. Die Interferenzmuster &ndern sich in
kirzeren Zeitintervallen, je schneller sich ein Liposom bewegt. Ein Liposom bewegt
sich schneller, je Kkleiner sein Durchmesser ist. Diese Zeitintervalle wurden
gemessen und somit die Partikelgeschwindigkeit der Liposomen ermittelt. Diese
lie@ wiederum analog zur NTA mit Hilfe der Stokes-Einstein-Beziehung die

Berechnung des liposomalen Durchmessers zu.

Western Blot
Die Antigenmenge einer Probe wurde mittels Western Blot bestimmt (Abb. 11):

1. Tags zuvor: Vorbereitung des Polyacrylamid-Gels (unten Trenngel mit
hdherer Dichte, dariiber Sammelgel mit niedrigerer Dichte)
2. Kochen der Proben mit Ladepuffer
3. Aufladen der Proben auf das Polyacrylamid-Gel
4. Gelelektrophorese (1)
a. wahrenddessen Aktivierung einer Immobilon-P Transfer Membran
von Millipore mit Methanol
5. Blotten des Gels auf Transfermembran (2)
a. Abdecken der Transfermembran mit Filterpapier (oben und unten
aufgelegt, Filterpapiere zuvor in Transferpuffer getrankt)
6. mehrmaliges Waschen der Membran mit verdinntem, Tris-haltigem
Phosphatpuffer (TBS-T)
7. Zugabe des Primarantikoérper (H37Rv anti-rabbit) (3)
8. Zugabe des Sekundéarantikorper (donkey anti-rabbit)
9. Zugabe des Substrats CDP Star
10. Auflegen des Rontgenfilms (4)
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2. Material und Methoden

11.Entwicklung des Rontgenfims und  Auswertung mittels des

Computerprogramms Image J (5)
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Abbildung 11: Western Blot. Proben wurden auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen.
Von auflen wurde Strom angelegt: die ersten 20 min 20 mA, die nachste Stunde 40
mA (1). Das Gel wurde auf eine Immobilon-Membran aufgelegt, worauf fur 2,5 h eine
Stromstarke von 90 mA angelegt wurde (2). Es wurde ein Primarantikdrper (priméarer
AK; hier: H37Rv anti-rabbit) und ein Sekundarantikérper (sekundarer AK; mit
Meerrettich-Peroxidase konjugiert) hinzugegeben (3). Die Membran wurde mit dem
Substrat CDP Star befeuchtet und in der Dunkelkammer mit einem Ro&ntgenfilm
abgedeckt (4). Nach 5 bis 60 min Belichtungszeit wurde der Rontgenfilm entwickelt

und im Computer mittels Image J analysiert (5).

Methodik und Statistik

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Laborexperimente hatten ein experimentelles
Design. Nach Manipulation einer unabhéangigen Variable (Mtb-Extrakt Gehalt der
Liposomen, Verdinnung der Liposomen) wurden der Effekt der Manipulation auf
eine abhangige Variable (Toxizitat, Phagozytoseverhalten, TNF-a Freisetzung, IFN-
v Freisetzung) untersucht. Als Methodik zur Erfassung dieser Zielvariablen kamen

die oben genannten Analyse- und Messmethoden zum Einsatz. Um Storvariablen
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2. Material und Methoden

auszuschalten, wurden die aus einem Buffy Coat gewonnenen Zellen in mehrere
identische Zellpopulationen aufgeteilt. Die Aufteilung erfolgte randomisiert. Dabei
gab es stets eine Zellpopulation, bei der die unabhangige Variable nicht manipuliert
wurde, weshalb diese als Kontrollgruppe diente. Bei den anderen Zellpopulationen
wurde die unabhangige Variable manipuliert und der Effekt auf die abhangige
Variable untersucht. Durch diese konstanten Versuchsbedingungen konnte der
Einfluss von Stérvariablen minimal gehalten werden. Eine adaquate
Stichprobengrof3e war mit 6-10 Buffy Coats pro experimenteller Fragestellung
gegeben. Zu jedem Versuch wurde eine Hypothese formuliert und bei der
Auswertung ein einseitiger Hypothesentest durchgefuhrt.

Die Messergebnisse sind verhaltnisskaliert, stetig und normalverteilt. Die in
Diagrammen angegebenen Werte beziehen sich auf das arithmetische Mittel von n
Messungen. Die Standardabweichung wurde als Fehlerindikator eingezeichnet.
Sind einzelne Rohdaten aufgefiihrt, so handelt es sich um reprasentative Daten. Da
eine intrinsische Verbindung zwischen den arithmetischen Mitteln der
Messergebnisse der Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe bestand, erfolgte die
statistische Signifikanztestung mittels gepaartem, einseitigem ,student’s t-test".
Werte mit p < 0,05 (Konfidenzintervall 95%) wurden als signifikant definiert und in

die Diagramme eingezeichnet.

Die nachfolgende Tabelle 2 zeigt die Programme, die zur Statistik verwendeten

wurden.

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Computerprogramme

Programm Hersteller Nutzen

Word Microsoft Textbearbeitung

Excel Microsoft Rechnerische Auswertung

PowerPoint | Microsoft Erstellen von Grafiken

FlowJo Tree Star Inc. FACS-Auswertung

Image J Wayne Rasband, | Densitometrische Bestimmung von Western
NIH Blot-Banden
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3. Ergebnisse

3.1. Eigenschaften der Liposomen

Durch Vorarbeiten im Labor gelang es, Liposomen als probates Mittel zum
Transport mykobakterieller Antigene in humane Immunzellen zu etablieren. Auf
Basis dieser Kenntnisse wurden im ersten Teil dieser Arbeit liposomale
Eigenschaften als Zielvariablen und die dazugehorigen Hypothesen definiert:

1. GroRRe und Homogenitat:
o Die Grofze nimmt wahrend der Herstellung sukzessive ab.
o Die in dieser Arbeit verwendeten Liposomen besitzen einen
Durchmesser von 100 nm.
o Liposomen liegen in homogener Suspension vor.
o Das wahrend der Herstellung notwendige Extrudieren fiihrt zu einem
Verlust von Liposomen.
2. Menge und Art an inkorporiertem Antigen:
o In leeren und Antigen-beladenen Liposomen sind verschiedene
Mengen an Mtb-Extrakt inkorporiert.
3. Toxizitat:
o Liposomen sind ab einer definierten Verdiinnung fur humane Zellen
toxisch.
o Die Mtb-Extrakt Menge der Liposomen hat keinen Einfluss auf deren

Toxizitat fur humane Zellen.

Die formulierten Hypothesen wurden durch die folgenden Experimente Uberpruft.
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3. Ergebnisse

3.1.1. GrofRe und Homogenitat

Um die Hypothesen zu Uberprifen, dass die Grof3e der Liposomen wahrend der
Herstellung sukzessive abnimmt und einen Endwert von 100 nm erreicht, wurde die
LiposomengroRe jeweils nach Zentrifugation, Einfrieren und Auftauen, und

Extrudieren im DLS bestimmt.

Nachdem sich aufgrund des Rotationsverdampfens Lipidmembranen am
Rundkolben gebildet haben, setzen sich diese durch Lésen in PBS vereinzelt zu
Liposomen zusammen. Da viele der geformten Konstrukte nicht stabil oder nicht
vollstandig geschlossene Kugeln sind, werden diese im Ultraschallbad wieder
zerlegt und kénnen sich bei der darauffolgenden einstiindigen Inkubation erneut
formen. Nach der 30-mindtigen Zentrifugation enthélt das Pellet am Boden des
Eppendorf-GefaRes vollstandig geformte Liposomen, wahrend der Uberstand
diejenigen Lipide enthéalt, die sich nicht zu Liposomen zusammengesetzt haben. Zu
diesem Zeitpunkt sind erstmals Liposomen messbar, da vor diesem Schritt
entweder zu wenige Liposomen oder zu viele nicht-liposomale Partikel die Messung
verfalscht hatten. Aus diesem Grund wird von dieser Grof3e als Ausgangsgréfie
ausgegangen. Die Liposomen durchlaufen vor ihrer Fertigstellung besagten
Zentrifugationsschritt, 10 Zyklen alternierendes Einfrieren und Auftauen, und das
Extrudieren. Nach jedem dieser drei Schritte wurde die Liposomengrof3e im DLS
untersucht (Abb. 12).
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Abbildung 12: Abnahme der LiposomengrofRe wahrend der Herstellung. Die zeigt
die LiposomengroBe in nm jeweils nach den letzten drei Herstellungsschritte

Zentrifugation, Einfrieren & Auftauen (freeze & thaw), und Extrudieren. (n=1)

Es zeigte sich, dass die Grol3e der Liposomen Schritt fir Schritt abnahm. Das
Einfrieren und Auftauen reduzierte die Grol3e deutlich von einer Ausgangsgrof3e
von 3298 nm auf 996 nm. Nach dem Extrudieren hatten die Liposomen eine GroRRe

von 129 nm. Diese DLS-Daten zur Liposomengréf3e zeigten,

1. dass die GroRe wahrend der Herstellung abnimmt und

2. der gewlnschte Durchmesser von 100 nm knapp erreicht wird.

Um die Homogenitat der Liposomenchargen zu untersuchen, wurden Lipo mittels
DLS (Abb. 13) und mittels NTA analysiert (Abb. 14 und 15). Zusatzlich erméglicht
die NTA-Messung, die Konzentration, sowie den Durchmesser der Liposomen zu

bestimmen.
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Size Distribution by Intensity
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Abbildung 13: GroRBe von Liposomen im Dynamic Light Scattering (DLS).
Liposomen wurde dreimal mittels DLS analysiert und die Partikelgr63e in nm gegen
die Intensitat des Streulichts aufgetragen. Die Intensitat ist dabei in Prozent der
insgesamt detektierten Streulichtintensitat angegeben. Je mehr Partikel einer
bestimmten Gr6Re vorhanden sind, desto mehr Streulicht geht von diesen aus. Die
Homogenitat der Liposomen spiegelt sich in der geringen Breite der Graphen wider.
Verschiedene LiposomengrdfRen hatten die Kurven verbreitert oder gar mehrgipflig
hatten werden lassen. (n=3)

Das Experiment bestétigte die Hypothese, dass die Liposomen in homogener
Suspension vorlagen. Der durchschnittliche Liposomendurchmesser betrug 99,24

nm und entspricht somit dem Erwartungswert von 100 nm.

Um den Durchmesser, welcher mittels DLS bestimmt wurde, zu bestétigen, wurden

die Liposomen ebenfalls mittels NTA auf ihre Gré3e untersucht.
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3. Ergebnisse

Abbildung 14: Nanoparticle Tracking Analysis-Filmaufnahme (NTA).
Repréasentativer Bildausschnitt des NTA-Filmes, welcher die Brown’schen

Bewegungen der Liposomen zeigte. (n=4)

4
27,59 —

Konzentration in 1x108 / mL

GroRe (nm)
Abbildung 15: GréRe von Liposomen im Nanoparticle Tracking Analysis. Dieselbe

Probe wurde vier Mal in Folge gemessen. Die roten Balken stellen die

Standardabweichungen dar. (n=4)
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Das Experiment zeigte, dass die Grof3e der einzelnen Liposomen eine homogene
Verteilung aufweisen. Die durchschnittliche Liposomengrof3e lag bei 160 nm mit

einer Standardabweichung von +/- 3,5 nm. Die Konzentration der Liposomen betrug

in der NTA-Messung 33,61 +/- 3,49 x108 Partikel/ml. Zusammenfassend bestatigten

diese Experimente die Hypothesen, dass

1. die Liposomen in homogener Suspension vorliegen und

2. einen Durchmesser von 100 nm haben.

Die oben gezeigten Ergebnisse bewiesen, dass es moglich war, Liposomen
standardisiert und in gewlnschter Konzentration herzustellen. Da wahrend des
Extrudierens eine Abnahme der Tribung der Liposomensuspension auftrat, wurde
die Hypothese aufgestellt, dass das Extrudieren zu einem Partikelverlust fihrt. Um
zu prufen, ob das Extrudieren zu einem unvertretbar hohen Partikelverlust fuhrt,
wurde der Proteingehalt vor und nach dem Extrudieren bestimmt. Hierzu wurden
M40 hergestellt (unextrudiert und extrudiert) und der Proteingehalt vor und nach
dem Extrudieren mittels Western Blot und Protein Assay bestimmt (Abb. 16).
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Abbildung 16: Vergleich unextrudierter und extrudierter Liposomen im Western
Blot (linkes Diagramm) und Protein Assay (rechtes Diagramm). Der oben
abgebildete Western Blot zeigt unextrudierte (linker Streifen) und extrudierte (rechter
Streifen) Liposomen mit 40ug inkorporiertem Mycobacterium tuberculosis-Extrakt
(M40). Die densitometrische Dichte dieses abgebildeten Western Blots ist im linken
Diagramm eingetragen. Der rechts abgebildete Protein Assay zeigt die Proteinmengen

derselben Proben. (1 reprasentativer Western Blot von 4, Protein Assay: n=1)

In der densitometrischen Auswertung der Western Blots zeigte sich ein Verlust von
76%. Diese Messung wurde in einem zweiten unabhdngigen Verfahren, der
Bestimmung der Konzentration an Gesamtprotein, bestatigt: im Protein Assay
wurde ein Verlust von 65% gemessen. Die durchgefiihrten Experimente bestatigten

die Hypothese, dass es durch Extrudieren zum Verlust von Liposomen kommt.
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3.1.2. Einbau von Mycobacterium tuberculosis-Extrakt

Bei der Herstellung der Liposomen wurden verschiedene Mengen Mtb-Extrakt
hinzugegeben (Tabelle 3). Dies geschah unter der Annahme, dass Liposomen
verschiedene Mengen an Mtb-Extrakt aufnehmen kénnen und dies im Nachhinein

nachweisbar ist.

Tabelle 3: Beim Herstellungsprozess hinzugegebene Mtb-Extrakt-Mengen

Nomenklatur der Liposomen Mtb-Extrakt Menge (pg)
Lipo 0
M20 20
M40 40
M80 80

Um die Menge an inkorporiertem Mtb-Extrakt zu messen, wurden die
Liposomenpréaparationen im Western Blot auf den Mtb-Extrakt Gehalt hin untersucht
und mittels Image J ausgewertet (Abb. 17). Als Primarantikbrper wurde ein
polyklonales Kaninchen anti-H37Rv Serum ,rabbit anti-H37Rv* verwendet, da das
verwendete Mtb-Extrakt aus dem Mykobakterienstamm H37Rv gewonnen wurde.

Reines Mtb-Extrakt wurde als Referenz titriert.
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Abbildung 17: Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-Extrakt-Inkorporation in
Liposomen. A: 2,5 ul leere und mit Mtb-Extrakt beladene Liposomen wurden mittels
Western Blot auf Mtb-Extrakt Gehalt analysiert. Als Priméarantikbrper wurde ein
polyklonaler anti-H37Rv-Antikdrper verwendet. Zuséatzlich wurde reines Mtb-Extrakt
titriert, was eine Berechnung der Mtb-Extrakt Menge in den Liposomen erlaubte. Der
Versuch wurde fur groRere Liposomenmengen wiederholt. Die Abbildung zeigt 1
reprdsentativen Western Blot von 5. B: Die Bandenintensitaten des in A
abgebildeten Western Blots wurden mit dem Computerprogramm Image J
densitometrisch gemessen und in dieses Diagramm eingefligt. Die Abbildung zeigt

die Auswertung von 1 reprasentativen Western Blot von 5.
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Die Western Blots zeigten, dass unterschiedliche Mengen an Mtb-Extrakt
inkorporiert war: Die Menge titrierte sich von O AU bei Lipo bis 7 AU bei M80. Die
oben genannten Ergebnisse bestétigten die Hypothese, dass in Lipo, M20, M40 und
M80 verschiedene Mengen an Mtb-Extrakt inkorporiert worden war.

Da die M20-Bande im Western Blot die homogenste Schwarzung zeigte, wurde die
theoretisch in den Liposomen vorhandene Menge an Mtb-Extrakt hier beispielhaft
fur M20 berechnet und mit der aus der densitometrischen Dichte berechneten Mtb-
Extrakt Menge verglichen (Abb. 18).
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Abbildung 18: Berechnung der Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-Extrakt Menge
in Liposomen mit 20pg inkorporiertem Mtb-Extrakt (M20). Theoretisch
inkorporierte Mtb-Extrakt Menge: Da die genaue Menge an phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS) zum Losen der Liposomen nach Zentrifugation nicht exakt
eingestellt werden kann, gehen wir von durchschnittlich 250 pl PBS aus. Zu Beginn
wurden 20 pg Mtb-Extrakt zu den noch leeren Liposomen hinzugegeben. Durch
Extrudieren gehen 75% der Liposomen verloren, da diese am Filter hangen bleiben.
Die verbleibenden Liposomen enthalten nach Extrudieren aufgrund des Verlusts 5
pg/ml Mtb-Extrakt. In 2,5 pl dieser Losung sind rechnerisch 0,05 pg Mtb-Extrakt
enthalten. Im Western Blot gemessen: Die densitometrische Dichte der Bande von
0,5 pug Mtb-Extrakt wurde zur Berechnung verwendet, da dessen Schwarzung am
besten geeignet war. Erst wurde die Schwarzung pro pug Mtb-Extrakt berechnet, was
42232 arbitrary units/pg (AU/pg) entspricht. Teilt man die Schwéarzung der M20-Bande,
1848 AU, durch die Schwarzung pro pg Mtb-Extrakt, 42232 AU/ug, lasst sich die in der
M20-Probe inkorporierte Mtb-Extrakt Menge berechnen. In dem gezeigten Western
Blot betragt diese 0,044 pg Mtb-Extrakt.

Der Vergleich der densitometrischen Dichte ergab eine Mtb-Extrakt Menge von
0,044 pug in 2,5 yl M20, was einer theoretisch inkorporierten Menge von 0,05 ug
entspricht. Die theoretisch inkorporierte Menge an Mtb-Extrakt ist somit 14% groRRer
als die densitometrisch gemessene Mtb-Extrakt Menge. Fir M40 lasst sich ein
Unterschied von 14%, fur M80 ein Unterschied von 25% zwischen theoretisch
inkorporierter und densitometrisch gemessener Mtb-Extrakt Menge berechnen.

Dennoch zeigen diese theoretischen Uberlegungen, dass bei der hier verwendeten
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Herstellungsmethode beinahe die gesamte hinzugegebene Mtb-Extrakt Menge in

Liposomen inkorporiert wird.

3.1.3. Toxizitat von Liposomen

Die in dieser Arbeit verwendeten Liposomen wurden aus Phosphatidylcholin,
stearyliertem Octaarginin und Cholesterol hergestellt. Um die Toxizitdt dieser
Liposomen zu untersuchen und die Hypothese zu Uberprifen, dass Liposomen ab
einer definierten Verdinnung fir humane Zellen toxisch sind, wurden PBMC mit
Lipo (1:25/1:50/1:100) inkubiert. Die Anzahl toter Zellen wurde durch Zellz&hlung
nach Trypanblaufarbung bestimmt (Abb. 19).
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Abbildung 19: Toxizitat von Liposomen auf peripheren mononukleadren Blutzellen
(PBMC). 4x10% PBMC wurden Uber Nacht (18 h) mit Zellkulturkomplettmedium und
verschiedenen Verdinnungen von leeren Liposomen (Lipo; 1:25, 1:50, 1:100)
inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und anschlieBend in der Neubauer Zdhlkammer

ausgezahlt. (n=3)
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Das Experiment zeigte, dass 75% der PBMC bei einer Liposomen-Verdinnung von
1:25 Trypanblau aufgenommen hatten und demzufolge nicht mehr vital waren (p =
0,03). Ab einer Verdinnung von 1:50 war kein signifikanter Unterschied zur
Negativkontrolle (25% tote Zellen) festzustellen. Die Ergebnisse bestatigten die
eingangs formulierte Hypothese, dass Liposomen ab einer definierten Verdinnung
fur humane Zellen toxisch sind. Daher wurde in den folgenden Experimenten

mindestens mit einer 1:50 Verdinnung gearbeitet.

Das vorangegangene Experiment wurde mit leeren Liposomen durchgefuhrt, um
Storvariablen wie inkorporiertes Antigen auszuschalten. Da in den folgenden
Experimenten Mtb-Extrakt-beladene Liposomen verwendet wurden, musste die
Toxizitat von Mtb-Extrakt-haltigen Liposomen ebenfalls Gberprift werden. Um
folglich die Hypothese zu Uberprifen, dass Mth-Extrakt keinen Einfluss auf die
Toxizitat von Liposomen hat, wurden PBMC mit Lipo, M20, M40 und M80 (jeweils
1:100) Uber Nacht inkubiert. Die Zahl vitaler Zellen wurde am nachsten Tag mittels

Trypanblaufarbung bestimmt (Abb. 20).
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Abbildung 20: Toxizitat von Liposomen auf peripheren mononukleéaren Blutzellen
(PBMC). 1x108 PBMC wurden uber Nacht (18 h) mit leeren Liposomen (Lipo) und
Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-Extrakt beladenen Liposomen (jeweils 20/40/80 pg
Mtb-Extrakt in M20/M40/M80; jeweils in 1:100 Verdinnung) inkubiert und die vitalen

Zellen nach Trypanblaufarbung in der Neubauer Zdhlkammer ausgezahlt. (n=4)
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Es zeigte sich, dass die Toxizitat von Lipo, M20, M40 und M80 bei einer Verdiinnung
von 1:100 keine signifikanten Unterschiede aufwies.

Eine spezifischere und sensitivere Mdglichkeit die Toxizitat der Liposomen zu
untersuchen, ist die Detektion apoptotischer Zellen mittels Annexin-V-FITC und
nekrotischer Zellen mittels Propidiumiodid-PE. PBMC wurden mit Lipo, M20, M40
und M80 (jeweils in einer 1:100 Verdinnung) Uber Nacht inkubiert. Als Kontrolle
wurden PBMC mit LPS und Mtb-Extrakt stimuliert. Am Folgetag wurden die Zellen
mit Annexin-V-FITC (Abb. 21) und Propidiumiodid-PE (Abb. 22) gefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert.
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Abbildung 21: Farbung apoptotischer Zellen mittels Annexin-V-FITC. 2x10°
periphere mononukleéare Blutzellen wurden uber Nacht (18 h) mit leeren Liposomen
(Lipo) und Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-Extrakt beladenen Liposomen (jeweils
20/40/80 pg Mtb-Extrakt in M20/M40/M80; jeweils in 1:100 Verdinnung), Medium,
Lipopolysaccharid (LPS; 3 ng/ml), und reinem Mtb-Extrakt (5 pg/ml) inkubiert. Bei der
Negativkontrolle wurde Ca?* freie, phosphatgepufferte Salzldsung anstatt Bindepuffer
wahrend der Farbung verwendet. Am nachsten Tag wurden die Zellen geerntet, mit
Annexin-V-FITC gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. A: Die Abbildung zeigt
die Durchflusszytometer-Rohdaten von 1 reprasentativen Spender von 4. B:

Mittelwerte und Standardabweichungen aller 4 Spender. (n=4)
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Abbildung 22: Farbung nekrotischer Zellen mittels Propidiumiodid-PE. 2x10°
periphere mononukleare Blutzellen wurden Uber Nacht (18 h) mit leeren Liposomen
(Lipo) und Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-Extrakt beladenen Liposomen (jeweils
20/40/80 pg Mtb-Extrakt in M20/M40/M80; jeweils in 1:100 Verdinnung), Medium,
Lipopolysaccharid (LPS; 3 ng/ml), und reinem Mtb-Extrakt (5 pg/ml) inkubiert. Bei der
Negativkontrolle wurde Ca?* freie, phosphatgepufferte Salzldsung anstatt Bindepuffer
wahrend der Farbung verwendet. Am nachsten Tag wurden die Zellen geerntet, mit
Propidiumiodid-PE geféarbt und im Durchflusszytometer analysiert. A: Die Abbildung
zeigt die Durchflusszytometer-Rohdaten von 1 reprasentativen Spender von 4. B:

Mittelwerte und Standardabweichungen aller 4 Spender. (n=4)

49



3. Ergebnisse

Es zeigte sich, dass 15 - 20% der Zellen apoptotisch und 12 - 14% der Zellen
nekrotisch waren. Diese Anzahl waren bei den Zellen der Kontrollgruppe und den
mit Liposomen inkubierten Zellen vergleichbar. Die Ergebnisse bestatigten die
Hypothese, dass die liposomale Toxizitdt unabhangig von der inkorporierten Mtb-
Extrakt Menge ist.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass Liposomen ab einer
Verdinnung von 1:50 und kleiner und unabhéangig von der Mth-Extrakt Menge
atoxisch fur PBMC sind.

3.2. Interaktion zwischen Liposomen und Immunzellen

Nach der Charakterisierung der aus Phosphatidylcholin, Cholesterol und
stearyliertem Octaarginin bestehenden Liposomen wurden jetzt drei biologische

Funktionen der zellularen Immunantwort als Zielvariablen definiert:

1. Eine erste, wichtige Funktion ist die Aufnahme der Liposomen durch
Immunzellen, weswegen die Phagozytose von Liposomen analysiert wurde.

2. Nach Phagozytose durch primare humane Makrophagen werden Faktoren
wie TNF-a sezerniert. Diese Funktion wurde als Zweites in diesem Abschnitt
untersucht.

3. Wurden die durch Makrophagen prasentierten Antigene von T-Zellen
erkannt, sezernieren diese IFN-y. Aus diesem Grund wurde im finalen Schritt
die IFN-y Freisetzung aus T-Zellen nach Inkubation mit Liposomen

untersucht.

Zu den oben genannten Zielvariablen wurden zu Beginn einseitige Hypothesen

formuliert:

1. Phagozytose:
o Liposomen werden von humanen Immunzellen phagozytiert.
o die Phagozytose von Liposomen durch humane Immunzellen ist
unabhangig vom Mtb-Extrakt Gehalt der Liposomen.
o die Phagozytose von Liposomen durch humane Immunzellen nimmt

mit steigender Liposomenkonzentration zu.
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o Zellen mit MHC Klasse Il phagozytieren Liposomen.
2. TNF-a Freisetzung:

o Zellen produzieren nach Inkubation mit Mtb-Extrakt-haltigen
Liposomen TNF-a.
3. IFN-y Freisetzung:
o Mtb-spezifische Kurzzeit-T-Zelllinien generieren nach Inkubation mit
Mtb-Extrakt-haltigen  Liposomen eine  Mtb-Extrakt-spezifische

Freisetzung von IFN-y.

Die formulierten Hypothesen wurden im Folgenden durch Experimente Uberpruft.
Aufgrund der Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente wurde im Verlauf eine

zusatzliche Hypothese formuliert:

e Phagozytose: Liposomen haften an der Oberflaiche von CD3-positiven

Zellen.

3.2.1. Phagozytose

3.2.1.1. Effekt der Mtb-Extrakt-Konzentration auf die Phagozytose

Um die Hypothesen zu Uberprifen, dass

1. Liposomen von humanen Immunzellen phagozytiert werden und

2. diese unabhéangig von deren Mtb-Extrakt Gehalt ist,

wurden zunéchst fluoreszierende Liposomen mit dem Fluorochrom DilC hergestellt.
Anschlie3end wurden PBMC Uber Nacht mit Lipo, M20, M40 und M80 (jeweils
1:100) inkubiert. Nach 18 h wurden die Zellen im FACS analysiert (Abb. 23).
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Abbildung 23: Einfluss der inkorporierten Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-
Extrakt Menge auf die Phagozytose. Periphere mononukledre Blutzellen wurden
Uber Nacht (18 h) mit Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat (DilC)-
gefarbten Liposomen in einer 1:100 Verdinnung inkubiert. Anschlielend wurden die
Zellen geerntet und im Durchflusszytometer gemessen. A: Die Durchflusszytometer-
Rohdaten zeigen 1 reprasentativen Spender von 5. B: Die Balken zeigen den mittleren,

prozentualen Anteil gefarbter Zellen an. Die Standardabweichungen wurden als

Striche eingetragen. (n=5)
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Das Experiment zeigte, dass Zellen im Mittel 35% DilC-positiv waren — unabhéngig
davon, ob diese mit Lipo, M20, M40 und M80 inkubiert wurden. Die Ergebnisse

bestétigten die zu Beginn formulierten Hypothesen.

Im nachsten Schritt wurden die 35% DilC-positiven Zellen auf deren Zelltypus hin
untersucht. Da nur phagozytosebegabte Zellen Liposomen aufnehmen kodnnen,
wurde die Hypothese formuliert, dass Makrophagen mit

Haupthistokompatibilitaitskomplex Il (MHC Klasse 1) Liposomen phagozytieren.

Hierzu wurden die mit fluoreszierenden Liposomen inkubierten PBMC mit
Makrophagen- (MHC Klasse Il) und T-Lymphozyten-spezifischen (CD3) Antikérpern
gefarbt. Zuerst wurden die DilC-positiven Zellen in einem Gate erfasst (Abb. 24) und
die Expression von MHC Klasse Il und CD3 uberpruft (Abb. 25).

MHCII+
J631%

|

|
>
>
=

. DIIC-ParCP |
L 331%

SsC

MHCII-FITC

y
.,
10 10 10 10 10‘1 ‘!DD 10 107 103 10:

DilC-PerCP CD3-APC

Abbildung 24: Expression cluster of differentiation 3 (CD3) und
Haupthistokompatibilitatskomplex I (MHC Klasse 1)) von
Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat (DilC)-positiven Zellen. DilC-
positive Zellen wurden in einem Gate erfasst. Die Zellen in diesem Gate wurden nach
CD3- bzw. MHC Klasse Il-Positivitat getrennt. Die Abbildung zeigt das Vorgehen

exemplarisch fur leere Liposomen.
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Abbildung 25: Expression cluster of differentiation 3 (CD3) und
Haupthistokompatibilitdtskomplex I (MHC Klasse i) von
Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat (DilC)-positiven Zellen.
Periphere mononukleare Blutzellen wurden mit DilC-gefarbten Liposomen tUber Nacht
(18 h) inkubiert. Am néachsten Tag wurden die Zellen geerntet und mit CD3-APC und
MHC Klasse II-FITC gefarbt. DilC-positive Zellen wurden in einem Gate erfasst. Die
Zellen innerhalb dieses Gate wurden auf den Anteil an CD3- und MHC Klasse II-
positiven Zellen untersucht. Die unterschiedlichen Liposomen mit unterschiedlichen
Konzentrationen an mykobakteriellem Antigen sind farblich codiert. (n=5)

Es zeigte sich, dass die CD3- und MHC Klasse II-Expression fir Lipo, M20, M40
und M80 in einer 1:100 Verdinnung etwa dieselbe war. 60-80% der DilC-positiven
Zellen waren MHC Klasse lI-positiv, wahrend 10-25% der Zellen CD3-positiv waren.
Es zeigte sich kein Unterschied zwischen Lipo, M20, M40 und M80. Die Ergebnisse
bestétigten die Hypothese, dass MHC Klasse ll-positive Makrophagen Liposomen
aufnehmen. Zusatzlich zeigte das Experiment, dass die Konzentration von
mykobakteriellem Antigen keinen Einfluss auf die Phagozytose durch MHC Klasse
lI-positive Zellen hat. Da CD3-positive T-Zellen nicht phagozytosebegabt sind, blieb
abzuklaren, warum dennoch 10-25% der DilC-positiven Zellen ebenfalls CD3-

positiv waren. Aufgrund dieser Daten wurde zusatzlich die Hypothese, dass
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Liposomen an der Oberflache der CD3-positiven Zellen haften, formuliert und im

weiteren Verlauf Uberpruift.

3.2.1.2. Effekt der Liposomenkonzentration auf die Phagozytose

Um die Hypothese zu uberprufen, dass die Phagozytose von Liposomen durch
humane Immunzellen mit steigender Liposomenkonzentration zunimmt, wurden
PBMC mit DilC-gefarbten Liposomen inkubiert und die Anzahl DilC-positiver Zellen
im Durchflusszytometer bestimmt. (1:50, 1:100, 1:200 und 1:400) (Abb. 26).
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Abbildung 26: Einfluss der Liposomenkonzentration auf die Phagozytose.
Periphere  mononukledre  Blutzellen wurden Uber Nacht (18 h) mit
Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat (DilC)-gefarbten Liposomen in
absteigenden Verdinnungsstufen (1:50, 1:100, 1:200 und 1:400) inkubiert und
anschlieBend im Durchflusszytometer auf DilC-Positivitat untersucht. Die Liposomen
enthielten 40 pg Mycobacterium tuberculosis-Extrakt. A: Die Durchflusszytometer-
Rohdaten zeigen 1 reprasentativen Spender von 4. B: Die Balken zeigen den mittleren,
prozentualen Anteil gefarbter Zellen an. Die Standardabweichungen wurden als
Striche eingetragen. (n=4)
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Es zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der Liposomenmenge und der
Anzahl DilC-positiver Zellen. Die Ergebnisse stitzten die Hypothese, dass die
Phagozytoserate humaner Immunzellen mit steigender Liposomenkonzentration

zunimmt.

Im nachsten Schritt wurden die DilC-positiven Zellen analog zum vorherigen

Experiment auf deren Zelltypus hin untersucht. Es wurden die Hypothese, dass

1. Makrophagen mit MHC Klasse Il Liposomen phagozytieren

2. Liposomen an der Oberflache der CD3-positiven Zellen haften,

uberprift. Dazu wurde ebenfalls die CD3- und MHC Klasse |l-Expression der DilC-
positiven Zellen untersucht. PBMC wurden mit DilC-gefarbten M40 in
verschiedenen Verdinnungen (1:50, 1:100, 1:200 und 1:400) fur 18 h inkubiert.
Anschliel3end wurden die Zellen geerntet, mit CD3-APC und MHC Klasse II-FITC
gefarbt, und im FACS analysiert. Die DilC-positiven Zellen wurden zuerst in einem
Gate erfasst und anschlieRend auf die Expression von MHC Klasse Il und CD3
untersucht (Abb. 27).
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Abbildung 27: Expression cluster of differentiation 3 (CD3) und
Haupthistokompatibilitdtskomplex I (MHC Klasse i) von
Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat (DilC)-positiven Zellen. Die
DilC-gefarbten Zellen wurden auf ihren CD3- und MHC Klasse lI-Anteil untersucht. Die
verwendeten Liposomen enthielten neben DilC auch 40 pg Mycobacterium
tuberculosis-Extrakt (M40) und wurden in verschiedenen Verdinnungen verwendet.

Die unterschiedlichen Verdinnungen von M40 sind farblich codiert. (n=4)

Es zeigte sich, dass bei einer geringen Konzentration an Liposomen der Anteil an
MHC Klasse ll-positiven Zellen gréRer war als bei héheren Konzentrationen.
Umgekehrt zeigte sich, dass der CD3-Anteil unter den DilC-positiven Zellen bei
hohen Konzentrationen ansteigt. Bei geringen Verdinnungen lag der Anteil der
CD3-positiven Zellen bei 40-60% und der Anteil der MHC Klasse ll-positiven Zellen
bei lediglich 15%. Bei 1:400 waren nur 5% CD3- und 77% MHC Klasse lI-positiv.
Die Ergebnisse legten — wie in vorherigen Experimenten gezeigt — nahe, dass die
erste Hypothese als wahrscheinlich anzunehmen war: MHC Klasse II-positive
Makrophagen phagozytieren Liposomen. Die positive Korrelation der
Liposomenkonzentration mit dem prozentualen Anteil der CD3-positiven Zellen an
den DilC-positiven Zellen starkte zudem die zweite Hypothese, dass Liposomen an
der Oberflache von CD3-positiven Zellen haften.
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3.2.1.3. Effekt des Zelltyps auf die Phagozytose

Um die Hypothesen zu Uberprifen, dass

1. Makrophagen mit MHC Klasse Il Liposomen phagozytieren
2. Liposomen an der Oberflache der CD3-positiven Zellen haften,

wurden PBMC mit DilC-geféarbten Lipo, M20, M40 und M80 inkubiert. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop wurden die Zellen auf verschiedene Farbemuster untersucht
(Abb. 28 und 29).

Durchlicht Rhodamin-Rot Durchlicht + Rhodamin-Rot

Abbildung 28: Liposomenaufnahme durch periphere mononukledre Zellen
(PBMC). Die verwendeten Liposomen enthielten 40 pug Mycobacterium tuberculosis-
Extrakt (M40). Zusatzlich enthielten diese den fluoreszierenden Farbstoff
Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat (DilC). PBMC wurden mit DilC-
gefarbten M40 in einer Verdinnung von 1:100 fir 18 h inkubiert. Die Zellen wurden
anschlieend geerntet und unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet (500x
VergroBerung). Das linke Bild zeigt die Zellen im Durchlicht, das mittlere Bild die DilC-
gefarbten Liposomen im Rhodamin-Rotlicht. Rechts sind beide Bilder
Ubereinandergelegt, sodass man die DilC-positiven und -negativen Zellen erkennen

kann. Es wurden 100 Zellen ausgewertet. (n=1)
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Durchlicht + Rhodamin-Rot

Abbildung 29: Unterschiedliche Farbemuster von peripheren mononukleéaren
Blutzellen (PBMC). Die verwendeten Liposomen enthielten 20 pg Mycobacterium
tuberculosis-Extrakt (M20). Zusatzlich enthielten diese den fluoreszierenden Farbstoff
Dioctadecyltetramethylindocarbocyaninperchlorat (DilC). PBMC wurden mit M20 in
einer Verdiinnung von 1:50 stimuliert. Die Abbildung zeigt das Ubereinanderlegen des
Durchlicht- und des Rhodamin-Rot-Bildes. Man erkennt mehrere, unterschiedliche
Frabemuster (A, B, und C). (n=1)

Die Fluoreszenzmikroskopie zeigte Zellen mit unterschiedlichem Farbemuster.

Dabei waren

1. Zellen mit homogen, Rand-betontem Farbemuster (A),
2. Zellen mit intrazellularen Akkumulationen (B) und
3. farbfreie Zellen (C)

sichtbar. Das Vorhandensein von Zellen mit Farbemuster B (Abb. 29) sprachen fur
die erste Hypothese, dass MHC Klasse IlI-positive Zellen Liposomen phagozytieren.
Die Existenz von Zellen mit Farbemuster A (Abb. 29) sprachen fiur die zweite

Hypothese, dass Liposomen an der Oberflache von CD3-positiven Zellen haften.
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In Zusammenschau mit den vorangegangenen Experimenten zur Phagozytose

bestétigten die Ergebnisse die Hypothesen, dass

1. Liposomen werden von humanen Immunzellen phagozytiert werden,

2. die Phagozytose von Liposomen durch humane Immunzellen unabhangig
vom Mtb-Extrakt Gehalt der Liposomen ist,

3. die Phagozytose von Liposomen durch humane Immunzellen mit steigender
Liposomenkonzentration zunimmt,

4. Zellen mit MHC Klasse Il Liposomen phagozytieren, und

5. Liposomen an der Oberflache von CD3-positiven Zellen haften.

3.2.2. TNF-a Freisetzung

Aktivierte Makrophagen (M®) produzieren Zytokine wie TNF-a.. Durch Messen der
TNF-a Freisetzung im ELISA lasst sich die Aktivierung der Zellen nachweisen. Um
die Hypothese zu Uberprifen, dass Zellen nach Inkubation mit Mtb-Extrakt-haltigen
Liposomen TNF-o produzieren, wurden M® und CD1-positive M® lber Nacht mit
Lipo und M20, M40 und M80 inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Konzentration
an TNF-a in den Uberstanden mittels ELISA gemessen. Neben Proteinantigen
wurde auch Lipidantigen von Mycobacterium tuberculosis in Liposomen
inkorporiert. Da die inkorporierten Lipidantigene mit Hilfe von CD1 durch
Makrophagen an T-Zellen prasentiert werden, wurden in diesem Experiment
ebenfalls die TNF-a Freisetzung von CD1-positiven M® nach Inkubation mit Lipo
und Mtb-Extrakt-haltigen Liposomen untersucht (Abb. 30).
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Abbildung 30: Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) Freisetzung von Makrophagen (M®)
und cluster of differentiation 1-positive Makrophagen (CD1* M®). 1x10% Zellen
wurden 18 h mit leeren Liposomen (Lipo) und Liposomen, welche 20/40/80 ug
Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-Extrakt inkorporiert hatten, (M20/M40/M80) in einer
1:100 Verdunnung inkubiert. Die Uberstande wurden am néachsten Tag geerntet und
auf TNF-a Gehalt mittels ELISA untersucht. Die Zellen wurden zum Vergleich

zusatzlich mit reinem Mtb-Extrakt (5 pg/ml) stimuliert. (n=6)

Es zeigte sich, dass M® weder nach Inkubation mit Lipo, noch mit Mtb-Extrakt-
haltigen Liposomen TNF-a sezernierten. Auch CD1-positive M® zeigten weder
unter Lipo, noch unter Mtb-Extrakt-haltigen Liposomen eine Freisetzung von TNF-
a. Die Ergebnisse widersprachen somit der Hypothese, dass Zellen nach Inkubation

mit Mtb-Extrakt-haltigen Liposomen TNF-a produzieren.

3.2.3. IFN-y Freisetzung durch Kurzzeit-T-Zelllinien

Um die Hypothese zu Uberprifen, dass Mtb-spezifische Kurzzeit-T-Zelllinien nach
Inkubation mit Mtb-Extrakt-haltigen Liposomen eine Mtb-Extrakt-spezifische

Freisetzung von IFN-y generieren, wurden nach Ubernachtinkubation von Kurzzeit-
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T-Zelllinien, autologen CD1-positiven M®, sowie leeren und Mtb-Extrakt-haltigen

Liposomen die Konzentration an IFN-y mittels ELISA analysiert. (Abb. 31).
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Abbildung 31:
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1:100 R\
Spender 3

Interferon-y (IFN-y) Freisetzung von Kurzzeit-T-Zelllinien und

cluster of differentiation 1l-positive Makrophagen (CD1* M®). Mycobacterium

tuberculosis (Mtb)-spezifische T-Zellen wurden mit CD1* M® desselben Spenders in

einem 1:1 Verhaltnis zusammengegeben. Die Zellen wurden anschlieBend fur 18 h mit

leeren Liposomen (Lipo) und Liposomen, welche 40 pg Mtb-Extrakt inkorporiert hatten,

(M40) in einer 1:100 Verdinnung inkubiert. Die Uberstande wurden abgenommen und

mittels ELISA auf IFN-y Gehalt untersucht. Von 5 Spendern reagierten 3, 1 hatte einen

zu hohen Hintergrund und 1 reagierte Uberhaupt nicht. (n=5)
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Die Experimente zeigten, dass T-Zellen Mtb-Extrakt in Liposomen erkennen und
antigenspezifisch IFN-y freisetzen. Die Zytokinfreisetzung nach Inkubation mit
reinem Mtb-Extrakt war bei 1 der 3 Spender um ein Vielfaches héher wie nach
Inkubation mit Mtb-Extrakt-haltigen Liposomen, bei 1 war tGberhaupt keine IFN-y
Freisetzung nach Inkubation mit reinem Mtb-Extrakt nachweisbar. Die Zellen des 3.
Spenders reagierten auf Mtb-Extrakt-haltige Liposomen und reines Mtb-Extrakt mit
der Sekretion von IFN-y in etwa derselben Gréf3enordnung. Dabei war bei 2 von 3
Spendern kein Unterschied der IFN-y Sekretion zwischen den mit Mtb-Extrakt-
haltigen Liposomen inkubierten Zellen messbar. Lediglich 1 Spender zeigte eine
ansteigende IFN-y Sekretion, in Relation zur Antigenmenge der Liposomen. Die
Ergebnisse des Experiments geben Anlass die Eingangshypothese als wahr

anzunehmen.

Die Ergebnisse der durchgefuhrten Experimente sprechen fiur das Potential,
Liposomen als Vehikel fur Impfantigene zu verwenden, und bringt uns einen Schritt
naher an unsere Vision, Liposomen als Vehikel fir Impfstoffe gegen die

Tuberkulose zu verwenden.
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In dieser Arbeit wurden Liposomen entwickelt, die mykobakterielle Antigene effektiv
in primare humane Makrophagen transportieren. Die 100 nm grofRen Liposomen
bestanden aus Phosphatidylcholin, Cholesterol, und stearyliertem Octaarginin. In
diese wurden definierte Mengen von mykobakteriellen Antigenen erfolgreich
inkorporiert. Es wurden Liposomen mit Humanzellen tGber Nacht inkubiert, um
Prozesse wie Toxizitat zu untersuchen. Nachdem gezeigt werden konnte, dass
Liposomen atoxisch sind, den gewollten Durchmesser von 100 nm und die
angestrebte Menge an inkorporiertem Mtb-Extrakt besal3en, wurden die
Interaktionen zwischen Liposomen und dem menschlichen Immunsystem
untersucht. Dabei wurden wichtige Schritte im Zusammenspiel von Liposomen und
Immunsystem wie Phagozytose, TNF-a und IFN-y Freisetzung untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass Liposomen erfolgreich phagozytiert wurden,
Makrophagen und CD1-positive Makrophagen als Reaktion darauf aber kein TNF-
o produzieren. Es konnte allerdings nachgewiesen werden, dass nach Inkubation
von Liposomen mit CD1-positiven Makrophagen und autologen Mtb-Extrakt-
spezifischen T-Zellen IFN-y produziert wird. Somit stellt diese Arbeit einen wichtigen
Schritt dar, Liposomen als Vehikel fur Impfantigene zur Prophylaxe der Tuberkulose

einzusetzen.

4.1. Starken und Schwéachen dieser Arbeit

Methoden

Durchflusszytometrie, ELISA, Western  Blot, Protein  Assay und
Fluoreszenzmikroskopie stellen etablierte Standardverfahren in
Forschungsarbeiten zur Analyse von Liposomen und deren Interaktionen mit dem
menschlichen Immunsystem dar [3, 12, 43, 44, 94]. Die vorliegende Arbeit
verwendet dieselben Analyseverfahren und greift somit auf eine etablierte Basis an

Methoden zuriick.
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Die LiposomengrofRe wurde mittels DLS bestimmt, wie auch in anderen
Publikationen verfahren wurde [76]. Um die im DLS gemessene Liposomengrof3e
zu verifizieren, wurde die GroRRe der hergestellten Liposomen in dieser Arbeit
ebenfalls mittels NTA bestimmt. NTA stellt ein in der Liposomen-bezogenen
Fachliteratur nicht angewandtes Verfahren dar, weswegen die Aussagekraft dieses
Verfahrens kritischer zu hinterfragen ist als die des DLS. Dennoch gibt es Studien,
die NTA als gute Erganzung des DLS zur Gro3en- und Dispersitatsbestimmung von

Nanopartikeln beschreiben [25].

Liposomenkomposition

Die hier verwendeten Liposomen bestanden aus Phosphatidylcholin, Cholesterol,
und stearyliertem Octaarginin und besal3en einen Durchmesser von etwa 100 nm.
Von dieser Komposition wurde in dieser Arbeit nicht abgewichen. Dies ermdglichte
es, grundlegende Eigenschaften der Liposomen zu untersuchen und in Relation
zum inkorporierten Antigen und dessen Menge zu bringen. Dennoch lasst diese
Herangehensweise viele Einflussfaktoren durch deren Konstanthaltung unerforscht.
So wird es in den hier dargelegten Experimenten unter anderem versdumt, die
Membranfluiditdt durch Mehreinbau von Cholesterol zu steigern [8, 37], den Effekt
von groReren Liposomen auf menschliche Immunzellen zu untersuchen [37, 60]
oder Liposomen unterschiedlicher Ladung zu analysieren [37]. Mit der vorliegenden
Arbeit ist grundlegendes Wissen erforscht, von welchem nun weitere
Fragestellungen ausgehen kdonnen. Die Manipulation der oben genannten Faktoren
offenbart neue Mdglichkeiten, Liposomen zu optimieren und ihr volles Potential als

Vakzinadjuvans auszuschopfen.

Antigene

Neben dem liposomalen Grundgerist beeinflusst die Wahl des Antigens
mal3geblich den Effekt der Liposomen auf das menschliche Immunsystem. Der
meist verwendete Ansatz geht dabei von der Testung eines einzelnen oder einer
Kombination von 2 bis 3 definierten Antigenen aus [1, 2, 5, 37]. Der Einbau multipler
Antigene wie durch die Inkorporation von Mtb-Extrakt deckt viele potentielle

Antigene der mykobakteriellen Zellwand ab. Die Ergebnisse der hier beschriebenen
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Experimente sind folglich als Immunreaktionen auf multiple Antigene zu
interpretieren. Es ist daher nicht moglich, die hier gemessenen Reaktionen einem
einzelnen Antigen oder einer Antigenkombination zuzuschreiben. Es bleibt
abzuklaren, welche in Mtb-Extrakt enthaltene Antigene oder Antigenkombinationen
maf3geblich an der hier beschriebenen Immunreaktionen beteiligt sind. Aktuelle
Forschungen des MyTb Lab befassen sich mit der Erforschung eines Antigens,
welches in Mtb-Extrakt enthalten ist: Phosphatidylinositolmannosid, ein Glykolipid

der mykobakteriellen Zellwand und Vorlaufermolekil von Lipoarabinomannan.

4.2. Eingliederung dieser Arbeit in das Schrifttum

4.2.1. Identifikation von Impfantigenen gegen die Tuberkulose

Kritische Parameter bei der Entwicklung neuer Impfstrategien sind insbesondere die
Auswahl des Antigens, der Einsatz eines optimalen Adjuvans, sowie im weiteren
Verlauf die Applikationsdosis, -weg und -haufigkeit. Schwerpunkt dieser Arbeit war
die Entwicklung eines optimalen Adjuvans (Liposomen), beinhaltete aber auch erste

Schritte zur Identifikation eines geeigneten Antigens.

Die Aktivitdt von Mtb kann in verschiedene Phasen unterteilt werden, in denen
unterschiedliche Antigene exprimiert werden. Bei einer aktiven Infektion mit
Replikation der Bakterien werden Mtb10.4 (Rv0288), Mth8.4 (Rv1174c), ESAT-6
(Rv3875), Ag85B (Rv1886c¢) exprimiert. Wahrend der Latenzphase findet sich HspX
(Rv2031c) wund wahrend der Reaktivierung RpfE (Rv2450c) auf der
mykobakteriellen Oberflache [103]. In aktuellen Studien wird versucht durch den
Einsatz dieser verschiedenen Antigene eine Immunitat gegen Mtb zu induzieren [1,
2,5, 23, 36]. In dieser Arbeit wurde als Modell-Antigen ,Mtb-Extrakt® verwendet, ein
Gemisch aus Proteinen, Lipoproteinen und Lipiden aus der mykobakterielle
Zellwand [43]. Auf der Basis der hier demonstrierten Aktivierung von Makrophagen
und T-Zellen durch Mtb-Extrakt-haltige Liposomen ist es jetzt moéglich, die hierftr
entscheidenden Antigene zu identifizieren. Mdgliche Kandidaten fuar die

Weiterentwicklung als Impfstoffkandidaten, die in dem von uns verwendeten Mtb-
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Extrakt in hoher Konzentration vorliegen, sind Ag85B, ESAT-6, Lipoarabinomannan
und Cord Faktor.

Ag85B ist ein 30 kDa Protein, welches von Mtb sezerniert wird [104]. Es ist Teil des
Antigen 85 Komplexes, welchem drei von Mykobakterien sezernierte Proteine
angehdren: Ag85A, Ag85B, und Ag85C [16, 104]. Diese Proteine exprimieren
Mycolyltransferase und tragen damit wahrend einer aktiven Infektion zur Synthese
der mykobakteriellen Zellwand bei [7, 104]. In Folge dessen kénnen Antikdrper
gegen den Ag85 Komplex in Blut und Sputum von Tuberkulosepatienten detektiert
werden [59].

Das ,early secreted antigenic target protein 6° (ESAT-6) ist ein 6 kDa schweres
Protein und wird in der ,regions of differences 1° Region (RD1) kodiert. Es gilt als T-
Zellaktivator und inhibiert nach seiner Bindung an Toll-Like Rezeptor 2 (TLR2) die
Signaltransduktion im Makrophagen und dendritischen Zellen [27, 77]. BCG
Stamme mit inkorporierter RD1 Region besitzen eine héhere Virulenz, wéahrend
Mycobacterium bovis Stamme mit Deletion der RD1 Region weniger virulent sind
[34].

Erst seit kurzem ist bekannt, dass neben Proteinantigenen auch Glykolipide und
Lipide — eine biochemisch voéllig unabhangige Substanzklasse — Mykobakterien-
spezifische T-Zellen aktivieren und so neue Impfstoffkandidaten darstellen. Der
Vorteil von Lipidantigenen besteht darin, dass sie nicht tber polymorphe MHC-
Molekile, sondern Uber hochkonservierte CD1-Molekile [20, 95] prasentiert
werden. Zuséatzlich aktivieren sie auch CD8-positive zytotoxische T-Zellen ohne
CD4-T-Zellhilfe [20, 79]. Dies ist gerade bei der Hauptzielgruppe fur eine
Tuberkuloseimpfung, HIV-positiven Impflingen, ein entscheidender Vorteil. Bisher
sind nur wenige mykobakterielle Glykolipidantigene beschrieben, von denen
insbesondere Lipoarabinomannan und der Cord Faktor T-Zellen stimulieren.
Lipoarabinomannan ist ein Glykolipid in der mykobakteriellen Zellwand und
wichtiger Virulenzfaktor von Mtb und Mycobacterium leprae. Es kann Makrophagen
in ihren Funktionen beeinflussen, indem es freie Sauerstoffradikale aufnimmt, die
Transkription IFN-y aktivierter Gene blockiert und die Proteinkinase C Aktivitat senkt
[13, 49]. Studien zeigen, dass Lipoarabinomannan naive CD4-positive T-Zellen zur
Th1 Differenzierung anregt [41]. Der amphiphile Charakter dieses Glykolipids bringt
den Vorteil mit sich, dass es mit seinem hydrophoben Anteil in der
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Lipiddoppelschicht von Liposomen gebunden werden kann, wahrend der hydrophile
Teil immer von Rezeptoren gebunden werden kann [44].

Cord Faktor, oder Trehalose-6,6-dimycolat, ist ein Glykolipid und Bestandteil der
mykobakteriellen Zellwand. Cord Faktor ist in der Lage die Ca?*-abhangige Fusion
von Phospholipidvesikeln zu unterbinden. Mtb ist dadurch in der Lage die Fusion
von Phagosomen und den sauren Lysosomen zu stoppen und damit intrazellular zu
Uberleben [86]. Studien haben gezeigt, dass Cord Faktor mal3geblich an der Bildung
von verkasenden Granulomen beteiligt ist. Cord Faktor-defiziente Mykobakterien
riefen in Mausen lediglich eine lokale Entziindungsreaktion hervor, wéhrend
hingegen virulente Stamme verkdsende Granulome hervorriefen. Die Nekrosen
entstanden nur um kleine Ol Tropfchen oder in Fettgewebe, weshalb Lipiden

vermutlich eine essentielle Rolle in diesem Pathomechanismus zukommt [40].

Der klinische Einsatz von Impfstoffen in vivo erfordert einen standardisierten und
reproduzierbaren Aufbau und Herstellungsprozess. Mit standardisierten Liposomen
kann die Wirkung von Antigenen oder Antigenkombinationen auf Makrophagen und
T-Zellaktivierung verglichen werden. Somit stellen die hier untersuchten Liposomen
eine aussagekraftige Plattform fur die Evaluierung von Impfkandidaten dar. Die
oben beschriebene Potenz der in Mtb-Extrakt vorhandenen Antigene — Ag85B [104],
ESAT-6 [27], und Cord Faktor [40] — konnte in dieser Arbeit bestatigt werden. Es
bleibt nun abzuklaren, welches spezifische Antigen oder spezifischen Antigene fur
die in dieser Arbeit festgestellten Ergebnisse verantwortlich sind. In Zukunft kdnnten
die einzelnen Antigene in die hier vorgestellten Liposomen separat inkorporiert
werden. Auf diese Art wiirden sich diejenigen Antigene identifizieren lassen, welche
in dieser Arbeit zu einer Aktivierung des Immunsystems gefiihrt haben. Zudem
wirde es Vergleiche zwischen der hier untersuchten und weiteren, von anderen
Forschungsgruppen untersuchten Liposomenkompositionen bei identischem
Antigen erlauben [37, 94].

4.2.2. Biomarker zur Messung der in vitro Immunogenitat

Eine der wesentlichen Herausforderungen bei der Entwicklung neuer Impfstoffe

gegen Tuberkulose besteht in der rechtzeitigen Erkennung des Impferfolges durch

69



4. Diskussion

Biomarker. Aufgrund der langen Inkubationszeit, der haufigen — oft jahrelangen —
Latenz, sowie der niedrigen Inzidenz in vielen Landern ist eine Evaluation des
Impferfolges durch Bestimmung der Anzahl der Neuerkrankungen nicht sinnvoll
[105]. Als moglicher Biomarker wird vor allem die Antigen-spezifische
Zytokinfreisetzung, sowie die Induktion einer T-Gedé&chtniszellimmunantwort
wenige Wochen nach der letzten Impfdosis eingesetzt. Diese beinhaltet die
Induktion von CD4-positiven T-Zellen, die ein charakteristisches Muster an
immunmodulatorischen Zytokinen freisetzen [98]. Die Effektivitat vieler neuer, in
klinischen Testphasen befindlichen Impfstoffkandidaten wurde anhand von
Tiermodellen oder durch T-Zellzahl und Zytokinspiegel evaluiert. Weitere
Ansatzpunkte sind die Detektion von polyfunktionale T-Zellen, die in vitro nach
Restimulation mit dem Impfantigen die Zytokine IFN-y, IL-2 und TNF-a freisetzen
[26, 42]. Auch die Konzentration von antimikrobiellen Effektormolekilen durch
zytotoxische T-Zellen korrelierte in einigen Studien mit der erfolgreichen
Immunantwort bei der Tuberkulose [88, 99]. Ob die Konzentrationsbestimmung von
Granulysin im Serum auch in der Lage ist den Impferfolg vorherzusagen, ist jedoch
noch nicht geklart [21, 22]. Des Weiteren ist die Detektion von zytotoxischen CD8-
positiven T-Zellen eine Méglichkeit den Impferfolg zu messen [17, 62]. Andererseits
haben Studien gezeigt, dass mit BCG geimpfte Kinder unabhé&ngig ihrer Immunitéat
gegentber Mtb keine Unterschiede in CD4*/CD8* Zellzahlen oder Zytokinprofil

aufweisen [42, 98].

Neuere Erkenntnisse Uber die Pathophysiologie der Tuberkulose haben zur
Identifikation zusétzlicher Biomarker gefuhrt. Es wurde gezeigt, dass T-Zellen im
infizierten Organismus einen progressiven Verlust ihrer Zellfunktion aufweisen
(.,exhausted t-cells’) [101]. Diese T-Zellen exprimieren Oberflachenmolekile wie
,programmed cell death protein 1° (PD-1) oder ,T-cell immunoglobulin and mucin-
contaning molecule 3° (TIM-3) [81, 92]. TIM-3-positive T-Zellen weisen eine starkere
Effektorfunktion, Thl und Th22 Zyotkinprofile, zytotoxische Aktivitat und reduzierte,
intrazellulare Mtb Replikation auf [81]. Auf Oberflachen von Mtb-spezifischen T-
Zellen befindet sich aufierdem vermehrt ,suppressor of cytokine signalling 3
(SOCS3). Dies gilt vor allem fur IL-17-exprimierende T-Zellen und CD161-positiven
Thl7-Zellen. SOCS3 beeinflusst die T-Zellentwicklung, die
ZytokinsignalUbertragung und fuhrt zur vermehrten IL-17 Sekretion. Da es bei

Patienten mit insuffizienter Immunantwort erhdht ist, kann die Bestimmung dieses
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Markers im Serum moglicherweise einen negativen Impferfolg vorhersagen [48].
Des Weiteren wurde in Mukosa-assoziierten invarianten T-Zellen (MAIT)
antimikrobielle Aktivitat nachgewiesen. Diese T-Zellen befinden sich im
Lungengewebe und detektieren infizierte Zellen. Sie exprimieren den invarianten
Rezeptor Va7.2 T cell receptor (TCRa), und erkennen HLA-Ib-assoziierte Antigene
auf der Oberflache von Makrophagen. Es wird vermutet, dass diese invarianten T-
Zellen eine tragende Rolle im Entzindungsgeschehen intrazellular lebender
Bakterien spielen [29, 54, 92]. Die Fortschritte in der immunologischen
Grundlagenforschung stellen somit eine standige Quelle fir mdgliche, neue
Biomarker dar, um das Potential von Impfstoffkandidaten so friihzeitig wie méglich

zu erkennen.

Im Rahmen dieses Projektes haben wir uns auf die Mtb-spezifische Freisetzung von
IFN-y als Parameter zur Bestimmung der T-Zellaktivierung fokussiert. Dieser
simplistische Ansatz wurde gewéhlt, um den Fokus der experimentellen Arbeit auf
die Zusammensetzung und Eigenschaften der Liposomen, der wesentlichen
experimentellen Fragestellung, zu konzentrieren. Auch wenn gezeigt werden
konnte, dass IFN-y Spiegel nicht mit Immunitét korrelieren [42], so hat es doch durch
seine tuberkulostatischen Effekte auf Makrophagen eine dominierende Rolle im
Entziindungsgeschehen [26]. HOhere IFN-y Spiegel aktivieren Makrophagen und
gehen mit einer hdheren Apoptoserate von Makrophagen einher [38]. Induzieren
Vakzine in Mtb-spezifischen T-Zellen die Freisetzung von IFN-y, so bewirken sie
damit auch ein effektiveres Abtdoten von Mtb. Im Umkehrschluss wurde gezeigt,
dass IFN-y-defiziente Mause anfélliger gegenuiber Mtb sind [62]. Die Bedeutung von
IFN-y auf eine mykobakterielle Infektion zeigt sich bei Patienten, die aufgrund eines
Gendefektes eine BCG-Infektion erlitten. Deren Makrophagen, welche nicht in der
Lage sind die intrazellulare Proliferation der Mykobakterien zu kontrollieren, kbnnen
in vitro diesen Defekt nach IFN-y Gabe ausgleichen [47]. Zudem verwenden
klinische Studien an menschlichen Probanden zu Liposomen-basierten [94], sowie
nicht-Liposomen-basierten Tuberkuloseimpfstoffen [2] ebenfalls IFN-y als
Surrogatmarker. Um in zukinftigen in vivo Experimenten mehrere Biomarker zur
Kontrolle des Impferfolges zur Verfigung zu haben, sollte die Wirkung von Mtb-

Extrakt-haltigen Liposomen auf weitere Biomarker Uberpruft werden.
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4.2.3. Die Rolle von Adjuvantien in der Vakzinherstellung

Proteinantigene alleine induzieren nach Injektion in vivo aufgrund der schnellen
Degradation und unzureichender Aktivierung des angeborenen Immunsystems in
aller Regel keine durch T-Gedachtniszellen vermittelte, dauerhafte Immunitat. Eine
der wesentlichen Herausforderung bei der Entwicklung von Impfstoffen ist daher die
Kombination des immunogenen Antigens mit Hilfsstoffen — Adjuvantien —, die diese

beiden Hurden Uberwinden [65].

Seit Uber 80 Jahren werden Aluminiumphosphate und Aluminiumhydroxide
erfolgreich als Adjuvantien eingesetzt und eine der gangigsten Adjuvantien in der
Impfstoffforschung. Bekannteste Beispiele sind Vakzine gegen Hepatitis A,
Hepatitis B, Diphtherie, Tetanus, Haemophilus influenzae Typ b, und
Pneumokokken. Bis zur Einfihrung der Influenzaimpfung ,FLUAD® im Jahr 1999
enthielten alle zugelassenen Impfstoffe entweder mit Aluminium kombinierte
Adjuvantien oder Aluminiumsalze als Adjuvans allein [11, 65]. Aluminiumsalze sind
per se schwach immunogen, verlangern aber die Interaktionszeit zwischen
Immunzellen und Antigen, indem sie das Antigen verlangsamt am Injektionsort
freisetzen. Dadurch verstarken sie die humorale Immunantwort [56, 65]. Sie kbnnen
auch mit einem weiteren Adjuvans wie Glukopyranosyllipid-Adjuvans, einem

synthetischen TLR4-Agonist, kombiniert werden [4, 75].

Ein Adjuvans der neueren Generation ist das IC31, welches sich aus dem
kationischen Vehikelpeptid KLKLsKLK und dem Oligodeoxynukleotid ODN1a als
Immunmodulator zusammensetzt. Diese werden Uber TLR9 gebunden und
induzieren Thl-Zellantworten [1, 2]. Ein Fusionsprotein aus den beiden
mykobakteriellen Antigenen Ag85B und ESAT-6 induzierte in Abhangigkeit von
IC31 Adjuvans eine signifikante IFN-y-Produktion und CDA4-T-Zellaktivierung in
Mausen. Vor allem aber bestand nach Immunisierung ein signifikanter Schutz
gegeniber einer Infektion mit Mtb. Dieser wegweisende Impferfolg wurde wenig
spater in dem aussagekraftigeren Meerschweinchen-Modell bestatigt. Eine
Weiterentwicklung befindet sich auf der Basis dieser erfolgreichen Vorversuche in
der klinischen Testphase [2]. Ein entscheidender Nachteil von ESAT-6 ist allerdings,
dass es zur immunologischen Diagnostik der latenten Tuberkulose eingesetzt wird

(IFN-y-Freisetzungstest). Dieses wertvolle diagnostische Verfahren wirde bei mit
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ESAT-6-geimpften Probanden entfallen, sodass die Weiterentwicklung dieses
Impfstoffes derzeit kritisch diskutiert wird. Eine mdgliche Alternative ist TB10.4
(Rv0288), welches als Fusionsprotein mit Ag85B und IC31 polyfunktionale CD4-
positive T-Zellen aktiviert [1, 23].

Ein weiterer, unabhangiger Ansatz fur die Verbesserung der Immunogenitéat von
Impfantigenen ist die Verpackung in Liposomen. Liposomen kdénnen durch in ihre
Membran eingebrachte Liganden Wirkstoffe zu designierten Regionen oder
Rezeptoren des Korpers transportieren. Dabei schitzen sie die eingearbeiteten
Wirkstoffe wahrend des Transports vor zu schneller Degradation [37, 85]. Sie
fungieren als Adjuvans auf das angeborene Immunsystem, was die Immunogenitét
erhoht und fur hochgradig aufgereinigte Antigene von Vorteil ist. Je nach GroRRe
besitzen sie einen Depoteffekt an der Injektionsstelle oder werden schnell in
verschiedene Regionen des Koérpers abtransportiert [37].

ASO01 besteht aus einem Liposom, Monophosphoryllipid A (TLR4 Agonist) und
QS21. QS21 ist ein Saponin, welches tUber Aufreinigungsschritte aus dem
sudamerikanischen Baum Quillaja saponaria gewonnen wird. Es senkt die
Oberflachenspannung zwischen zwei Phasen und kann so Proteinen das
Penetrieren der Zellwand erleichtern, worauf eine Immunreaktion auf intrazellulare
Antigene erfolgt [28, 69, 74]. Diese Stoffe werden schon seit Jahren in der
Kosmetikindustrie als Emulgator eingesetzt. Es wurde gezeigt, dass QS21 die
Antigenprasentation an antigenprasentierende Zellen verbessert. In Versuchen
QS21 als Adjuvans gegen HIV-Oberflachenproteinen einzusetzen, wurden
vorwiegend zytotoxische T-Zellen induziert [71], was besonders im Falle der
Tuberkulose ein entscheidender Vorteil ware. Durch die Wirkung von
zytotoxischen und antimikrobiellen Effektorproteinen wie Granulysin, Perforin, und
Granzym B spielen CD8-positive zytotoxische T-Zellen bei der Bekampfung der

Tuberkulose eine besondere Rolle [88].

Diese Befunde weisen auf ein gro3es Potential von Liposomen als Transportvehikel

fur Impfantigene zum Schutz vor der Tuberkulose hin. In dieser Arbeit wurden

Moglichkeiten gepruft, die Zusammensetzung von Liposomen zu optimieren und so

die Voraussetzungen flur einen Impferfolg in vivo zu verbessern. Die hier

durchgefiihrten  Experimente  bestatigen den mehrfach  beschriebenen

immunogenen Effekt von Liposomen auf Teile des angeborenen Immunsystem [37,
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43, 94] und, dass die eingearbeiteten Antigene zu designierten Zellen des
Immunsystems — in dieser Arbeit waren es T-Zellen uber CD1-positive
Makrophagen — transportiert werden [37, 43]. Des Weiteren deuten die vorgelegten
Ergebnisse darauf hin, dass Liposomen wichtige Charakteristika eines Adjuvans,
wie Selektion spezifischer Signalwege im adaptiven Immunsystem oder
Verstarkung der Immunantwort im Vergleich zum nicht-adjuvantierten Antigen,
besitzen [15].

4.2.4. Liposomen als Transportvehikel fir Medikamente

Seit ihrer Entdeckung im Jahre 1964 durch Bangham et al. waren Liposomen
Gegenstand intensiver Forschung. Eigenschaften wie der intraluminale Einschluss
von Substanzen, die Stabilitdt der Lipid-Doppelschicht und der Transport an
definierte Wirkorte im menschlichen Korper wurden fortwahrend optimiert. Das
Potential der Liposomen als versatiles Konstrukt zum Transport von Pharmaka
wurde seitdem stetig weiterentwickelt [58, 93, 97]. Wesentliche Vorteile von
Liposomen sind der Schutz des eingeschlossenen Pharmakons vor zu schneller
Degradation und einer Reduktion der Nebenwirkungen des enthaltenen
Pharmakons [37]. Durch Verandern von Variablen wie Lipidkonzentrationen, Grol3e
oder Ladung verandern sich auch Pharmakodynamik und Pharmakokinetik der
Liposomen [85]. Zum heutigen Zeitpunkt stehen bereits mehrere, in Liposomen
verpackte Pharmaka zur Verfigung. Beispiele hierfiir sind AmBisome — Liposomen,
welche das Antimykotikum Amphotericin B enthalten [64] —, oder Myocet — nicht
pegylierte Liposomen mit dem Zytostatikum Doxorubicin [91]. Es gibt Bestrebungen,
Tumore mit Zytostatika-haltigen, thermosensitiven Liposomen spezifischer zu
therapieren und radiologisch darstellbar zu machen [78]. Zudem werden mit
Liposomen neue Methoden in der Analytik [30], der Radiologie [10] und der
Regenerativmedizin [67] entwickelt. Auch um die Immunogenitat und Wirksamkeit
von Impfstoffen gegen die Tuberkulose zu steigern, werden Liposomen — auch
schon in klinischen Studien — eingesetzt. Auf der Basis dieser Studien wurde in
dieser Arbeit Moglichkeiten geprift die Aktivierung von Antigen-spezifischen T-
Zellen in vitro weiter zu optimieren. Durch Verwendung von Phosphatidylcholin,
Cholesterol sowie dem Einbau von stearyliertem Octaarginin ist es gelungen die
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Aufnahme mykobakterieller Antigene durch Makrophagen und insbesondere die T-
Zellvermittelte Zytokinfreisetzung zu steigern. Somit wird in dieser Arbeit gezeigt,
dass Liposomen ein vielversprechendes Vehikel fur mikrobielle Antigene in
humanen Makrophagen darstellen. Zukinftige Experimente missen allerdings noch
prufen, ob diese Form der Verabreichung der konventionellen Applikation von

|6slichen Antigenen — insbesondere in vivo — Uberlegen ist.

4.2.5. Aufbau von Liposomen zum Transport von mykobakteriellen

Antigenen

Der biochemische Aufbau von Liposomen bietet eine versatile Mdglichkeit, um die
molekularen und immunologischen Interaktionen mit den Zielzellen zu
manipulieren. Insbesondere lasst sich durch intelligente Formulierungen die
gerichtete Bewegung, die Interaktion mit Zelloberflachenrezeptoren, und die
Freisetzung der Impfantigene im Inneren der Zelle optimieren. Am meisten
Erfahrung wurde bisher mit dem Lipid Dimethyldioctadecylammonium (DDA), Cord
Faktor (Trehalose-6'6-dibehenat), Monophosphoryllipid A, Phosphatidylcholin, und
Cholesterol gesammelt. Wir verwendeten eine definierte Komposition aus
Phosphatidylcholin und Cholesterol. Dieses vergleichsweise inerte Grundgerist
ermdglichte es, grundlegende Funktionen der Liposomen wie Toxizitat und
Phagozytose zu untersuchen, sodass wir bewusst auf den Einsatz von zusatzlichen
Aktivatoren des angeborenen Immunsystems verzichteten. Durch den Einsatz von
stearyliertem Octaarginin, welches die Transfektion von Antigen in Zellen ohne
kovalente Bindung aufgrund seiner lipophilen Polypeptid-Struktur in Zellen
ermdglicht [90], wurde die Aufnahme von Liposomen in humane Makrophagen
signifikant gesteigert. Diese Strategie erweist sich unabhangig von dem
eingebauten Antigen als probates Mittel, um den Transport in Zielzellen zu
verbessern [44, 50]. Das Potential dieser Strategie wird durch die
antigenspezifische Freisetzung von IFN-y— unser Surrogatmarker fir die

erfolgreiche Aktivierung von T-Gedachtniszellen — dokumentiert.

CAF01 Liposomen bestehen aus dem Lipid DDA als Transportvehikel und
synthetisch hergestelltem Cord-Faktor, Trehalose-6‘6-dibehenat, zur
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Immunmodulation [3]. Diese Liposomen besitzen eine Vesikelgrof3e von 500 nm
und eine Ladung von 50 mV [37]. CAFO1-basierte Liposomen mit Ag85B-ESAT-6-
Fusionsprotein induzierten in klinischen Studien in Menschen langandauernde, Mtb-
spezifische T-Zellimmunantworten und eine starke IFN-y Freisetzung. Probanden,
welche mit nicht-adjuvantiertem Fusionsprotein geimpft wurden, zeigten eine
wesentlich schwachere Immunreaktion auf die Impfantigene Ag85B und ESAT-6
[94].

Es gelang auch bereits Liposomen aus DDA und Monophosphoryllipid A in
Kombination mit Ag85B-ESAT-6-Fusionsprotein in Mausen als Aerosol zu
verabreichen und dadurch einen Schutz vor nachfolgender Infektion mit virulenten
Mykobakterien zu erzielen. Wurden die mit-Liposomen-geimpften Mause und mit
BCG geimpften Mause mit Mycobacterium tuberculosis (Mtb) Uber Aerosole infiziert,
so zeigten die mit Liposomen geimpften Mause im Vergleich zu BCG eine
gleichstarke, je nach Impfdosis sogar langer andauernde Immunitdt im
Lungengewebe [100]. Die Applikationsform als Aerosol ist insbesondere fur die
Induktion einer lokalen Immunantwort in den Atemwegen sinnvoll und im Kontext
der Pravention von Lungeninfektionen wie der Tuberkulose ein entscheidender
Fortschritt.

Eine weitere Entwicklungsmoglichkeit zur Verbesserung der Immunogenitat von
liposomal gebundenen Impfantigenen ist der Einbau von Liganden der TLR. TLR
binden vor allem Lipide und Glykolipide und induzieren einen Vitamin D-abhangigen
antimikrobiellen Effektormechanismus, der als Endstrecke die Cathelicidin-
abhangige Abtoétung von intrazellularen Mykobakterien zur Folge hat [57]. Dieses
Konzept wurde erfolgreich im Mausmodell geprift, indem Liposomen mit
Monomycolylglycerol und Ag85B- ESAT-6-Fusionsprotein eingesetzt wurden [37,
72]. Dies eroffnet die Moglichkeit, die Wirksamkeit von Liposomen mit weiteren

synthetischen Lipiden zu verstarken [5, 6, 72].

In der Summe zeigen unsere und die bereits publizierten Arbeiten, dass Liposomen

eine versatile Plattform darstellen, um die Aufnahme und Immunogenitat von Mtb

Antigenen in Maus und Mensch zu verbessern und sich dadurch zu einer wertvollen

Alternative fur die Nebenwirkungs-behafteteren Lebendimpfstoffe (zum Beispiel

BCG) entwickeln kénnen. Die Vielseitigkeit von Liposomen zeigt sich durch die

grol3e Zahl moglicher Komponenten, welche in diesen inkorporiert werden kénnen.
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Auf dieser Basis ist es jetzt moglich, komplexere Liposomen zu entwickeln, die nicht
nur den Antigentransport verbessern, sondern auch durch Aktivierung angeborener
Immunmechanismen eine Adjuvansfunktion und somit Potenzierung der T-
Zellfunktion ausuben [15, 94]. Modifikation bestehender Komponenten oder
Addition neuer Komponenten, wie Phosphatidylserin oder Monomycolylglycerol,
kdme fur die hier verwendeten Liposomen in Frage: Inkorporation von
Phosphatidylserin  bewirkt, dass sich Liposomen wie Apoptosekorperchen
verhalten, wodurch deren Phagozytose durch Makrophagen stimuliert wird [31]. Der
Einbau von Monomycolylglycerol wiirde zu einer Stimulation dendritischer Zellen
fuhren [6]. Diese beiden Mechanismen waren erste Mdglichkeiten, die in den
Experimenten festgestellte Wirkung der Liposomen zu verstarken und deren Aufbau

fur den zukinftigen Einsatz in klinischen Studien zu optimieren.

4.2.6. Impfstoffkandidaten gegen Tuberkulose in klinischen Testphasen

Zum heutigen Zeitpunkt steht lediglich BCG als Impfstoff gegen Mtb zur Verfigung.
Dennoch gibt es bereits 14 Impfstoffkandidaten in klinischen Testphasen. Diese
Kandidaten verfolgen unterschiedliche Strategien [83]. Es gibt therapeutische
Vakzine mit dem Zweck die lange, kostenintensive Medikamententherapie zu
verklrzen. Lebendvakzine sollen BCG in Zukunft ersetzen. Impfungen, die aus
Proteinen bestehen (Subunit-Vakzin), sollen die Immunitat von BCG-geimpften
Patienten augmentieren, auch ,booster’ genannt [62]. 2 dieser Impfkandidaten

bestehen aus Liposomen.

RUTI ist eine therapeutische Impfung zur Therapie der latenten Tuberkulose,
welches von Grundlagenwissenschaftlern entwickelt wurde und mittlerweile
industriell von Archivel Farma weiterentwickelt wird. Es besteht aus Mtb
Zellfragmenten, welche in Liposomen verpackt wurden. In einer doppelblinden,
randomisierten, Placebo-kontrollierten Phase | Studie konnte die Sicherheit und
Wirksamkeit gezeigt werden [96]. Eine doppelblinde, randomisierte, Placebo-
kontrollierte Phase Il Studie wurde mit HIV-negativen und HIV-positiven, latent
infizierte Probanden durchgefihrt, welche zuvor 1 Monat lang mit Isoniazid

behandelt wurden. Der Impfstoff induzierte Langzeit-memory-T-Zellen gegen
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mehrere mykobakterielle Antigene [70]. In einer Phase Il Studie soll nun gezeigt
werden, ob die therapeutische Impfung mit RUTI nach 6-monatiger Therapie mit
Isoniazid die Inzidenz der Tuberkulose bei HIV-Patienten mit latenter Tuberkulose-

Koinfektion senken kann [109].

M72/AS01 ist ein Subunit-Vakzin, das ein 72 kDa schweres Polyprotein enthalt,
welches aus den Mtb Antigenen 32A und 39A besteht. Dieses Fusionsprotein ist
zusatzlich an die Adjuvantien AS01 oder AS02 gebunden. In Cynomolgus Makaken,
einem Primaten-basiertem Tiermodell, das derzeit der menschlichen
Tuberkuloseerkraknung am nachsten kommt, schitzte dieser Impfstoff vor
schweren Krankheitsverlaufen und dem Tod durch Tuberkulose [82]. Erste
Versuche mit naiven und Mtb-infizierten Erwachsenen in Sudafrika zeigten eine
gute Vertraglichkeit und induzierten eine starke humorale und zellvermittelte
Immunantwort [19, 55, 82]. In Phase Il Studien konnte die Sicherheit und

Immunogenitat von M72/AS01 in PPD-positiven Erwachsenen gezeigt werden [68].

Ein modifizierter Vaccinia Virus Ankara in Kombination mit dem Mtb Antigen 85A
(MVAB85A) war der erste Tuberkulose Impfstoffkandidat in einer klinischen Phase
IIb Studie seit BCG [61, 62]. MVA85A wird aktuell als Booster fur bereits mit BCG
geimpfte Menschen erprobt. In einer randomisierten, Placebo-kontrollierte Studie in
uber 2500 BCG-geimpften Kindern traten keine signifikanten Nebenwirkungen auf
[89, 108]. Wie aus den Experimenten mit Primaten erhofft, induzierte der Impfstoff
eine signifikante Immunantwort und die Induktion von T-Gedachtniszellen [102]. Der
entscheidende Endpunkt fir den Impferfolg — die Verhinderung von Tuberkulose-
Neuerkrankungen — wurde allerdings nicht erreicht. In der ungeimpften
Kontrollgruppe und der Impfkohorte erkrankten statistisch gesehen die gleiche
Anzahl an Studienteilnehmern [89]. In der Aufarbeitung dieser enttduschenden
Ergebnisse wurde in einer Meta-Analyse von 8 MVAB5A Tierexperiment-Studien die
Effizienz des Impfstoffkandidaten in Frage gestellt. Die Meta-Analyse kritisierte die
Qualitat und Interpretation der Tierexperimente, deren Ergebnisse die Basis fiir die
nachfolgenden Phase Ilb Studien in Kindern bildeten. Laut Meta-Analyse hatten mit
MVAS85A geimpfte Makaken die hochste Mortalitéat aller Tiergruppen (Mause,
Meerschweinchen, Makaken und Kalber) gezeigt. Dies sei erst nach Beginn der

Phase IIb Studien in Kindern publik geworden. Es wurde der Appell an mehr
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Datentransparenz vor Beginn der Austestung von Impfstoffkandidaten bei
Menschen gestellt [45].

Der in dieser Arbeit eingesetzte Impfstoffkandidat, ein liposomal verpacktes
Gemisch mykobakterieller Antigene, ist noch weit davon entfernt, in Kklinischen
Studien getestet zu werden. Nichtsdestotrotz zeigen die oben geschilderten
Studien, dass noch erheblicher Bedarf an grundlagenwissenschaftlichen Arbeiten
besteht, um erfolgreichere Impfstrategien zu entwickeln. Unser Kandidat wird auf
der Basis der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse derzeit in einem
Meerschweinchenmodell untersucht. Der erste Schritt ist die Uberpriifung der
Immunogenitat in vivo, um dann — bei positivem Ausgang der Experimente — auf

Effektivitdt gegen eine nachfolgende Infektion von Mtb erprobt zu werden.

4.3. Spezifischer Mehrwert der Arbeit im Kontext der Gesamtproblematik

Diese Arbeit reiht sich in die Bemihungen des MyTb Lab aus Ulm ein, ein
geeignetes Vakzin gegen die Tuberkulose zu entdecken und zu erforschen. Darum
ist diese Arbeit auch im Gesamtkontext der vom MyTb Lab publizierten Arbeit zu
sehen. Die hier vorgelegten Experimente erforschen grundlegendes Wissen fir
nicht-komplexe Liposomen. Dies ermdglicht von diesem grundlegenden Wissen
aus, neue Wege einzuschlagen und zu erforschen. Darum wirft Arbeit Fragen auf,
welche in zukunftigen Publikationen des MyTb Lab eroértert werden sollen: Warum
haften Liposomen auf CD3-positiven Zellen? Warum produzieren Makrophagen und
CD1-positive Makrophagen nach Inkubation mit Mth-Extrakt-haltigen Liposomen
kein TNF-a? Welche potentiellen Impfantigene sind in Mtb-Extrakt enthalten?
Ausgehend von dem Grundstein, der durch diese Arbeit gelegt wurde, kann diesen

Fragen in Zukunft nachgegangen werden.

Mtb-Extrakt stellt eine Kombination multipler potentieller Impfantigene der
mykobakteriellen Zellwand dar. Anstatt die Immunreaktion auf einzelne Antigene zu
erforschen, wird in dieser Arbeit versucht, grundlegende Aspekte der Abwehr des
menschlichen Immunsystems auf liposomal verpackte, mykobakterielle Antigene zu
untersuchen. Auf dieser Basis kann in zukinftigen Arbeiten auf die einzelnen

Antigene eingegangen und mit den in dieser Arbeit gemessenen Immunreaktionen
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verglichen werden. Auf diese Weise lasst sich das komplexe Zusammenspiel
menschlicher Immunzellen bei Kontakt mit mykobakteriellen Antigenen erforschen

und verstehen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Liposomen besalien mit Phosphatidylcholin und
Cholesterol ein vergleichsweise inertes Grundgerust. Dies geschah in der Absicht,
die Reaktion humaner Immunzellen auf die inkorporierten Antigene unter
Konstanthaltung mdglichst vieler Variablen zu untersuchen. Auf diese Weise war es
moglich, diese Immunreaktion in der simpelsten Form zu untersuchen. In
zukunftigen Experimenten kann nun untersucht werden, wie sich diese
Immunreaktion unter verdnderten Variablen verhdlt. Dabei reichen die
Moglichkeiten von geanderten Mengen an Cholesterol, Gber den Einbau von
Liganden des angeborenen Immunsystems bis hin zum Einsatz zusatzlicher

Aktivatoren des angeborenen Immunsystems.

Die in der Diskussion besprochenen Forschungsergebnisse zeigen zudem, dass
Impfstoffe auf Liposomenbasis und die Verwendung von mykobakteriellen
Lipidantigenen ein neues Forschungsfeld ist, welches noch Grundlagenforschung
bendtigt bevor ein Liposomen-basiertes Vakzin entwickelt werden kann. Die
vorliegende Arbeit versucht einen Teil dieser notwendigen Grundlagenforschung zu

leisten.
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5. Zusammenfassung

Aufgrund der speziellen Pathophysiologie der Tuberkulose und mykobakterieller
Immunevasionsmechanismen konnte seit der Entdeckung von Bacillus Calmette-
Guérin kein neuer Impfstoff gegen Tuberkulose entwickelt werden. In dieser Arbeit
wird der Ansatz analysiert mit Hilfe von Liposomen den Transport mykobakterieller
Antigene in humane Immunzellen zu optimieren. Die hier verwendeten Liposomen
wurden aus Cholesterol, Phosphatidylcholin und stearyliertem Octaarginin
hergestellt und enthielten Mycobacterium tuberculosis (Mtb)-Extrakt, ein
Antigengemisch aus einem virulenten, abgetéteten Mycobacterium tuberculosis
Stamm. Im ersten Schritt wurden die Liposomen auf Gro3e, Antigeninkorporation,
und Toxizitat untersucht. Im zweiten Schritt wurden die funktionellen Eigenschaften
von Liposomen  mittels  Enzyme  Linked Immunosorbent  Assay,
Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Es wurden folgende

Leitbefunde erhoben:

1. Die Grol3e der Liposomen betrug ca. 100 nm.

2. Das mykobakterielle Antigen wurde mittels Rotationsverdampfung effektiv in
die Liposomen inkorporiert.

3. Antigenhaltige Liposomen waren nicht toxisch fur primare humane
Makrophagen und T-Zellen.

4. Liposomen wurden effektiv von Makrophagen phagozytiert.

5. Die Aufnahme von Liposomen filihrte in der Anwesenheit von priméren
Makrophagen oder CD1-positiven Makrophagen zu keiner Freisetzung von
Tumornekrosefaktor a.

6. Mtb-Extrakt haltige Liposomen fihren zu einer Antigenspezifischen

Freisetzung von Interferon vy.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Liposomen ein probates
Transportvehikel fir mykobakterielle Antigene in humane Makrophagen sind.
Unsere Experimente deuten darauf hin, dass vor allem Lipidantigene in die
Liposomenmembran integriert wurden. Die Immunogenitat dieser Liposomen wird

derzeit in vivo in Meerschweinchen untersucht. Das nachste Ziel ist die Identifikation
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von definierten mykobakteriellen Antigenen aus dem Mtb-Extrakt, welche fiur die

Aktivierung von Antigenspezifischen T-Zellen verantwortlich sind.
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