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Abstract

Identification and characterization of excretory/secretory proteins from

Trichurts suis larvae

At the end of the 20th century the hygiene hypothesis evolved, this suggested that the decrease
of parasitic and bacterial infections in industrial countries increases the risk of developing
allergies and autoimmune diseases. Meanwhile, the Th2 dominated immune responses elicited
by helminth parasites have been investigated and their modulation by effector molecules
was described. Proteins and other molecules of helminths are responsible for an altered
immune reaction, that can concurrently suppress unrelated inflammation. Based on their
immunomodulatory traits and the hygiene hypothesis, helminths like the whipworm Trichuris
suis (T. suis) were considered as a treatment option for allergies and autoimmune diseases.
Initial clinical trials demonstrated that patients suffering from Ulcerative colitis and Crohn’s
disease experienced reduced disease symptoms after 7. suis ova (T'SO) therapy. However, in
some studies TSO treatment had no adverse effects, but achieved also no clinically relevant
improvements. Therefore, further investigation of TSO therapy in relevant disease models is
of great importance.

Our group has previously shown that exzcretory/secretory (ES) products of T. suis larvae
are potent immunomodulators in an allergic airway hyperreactivity model. Furthermore, T.
suts ES demonstrated beneficial immunomodulation in both gut inflammation and multiple
sclerosis disease models.

Hence, the aim of this work was to identify ES proteins of T. suis larvae, that might interfere
with unrelated immune responses. After recombinant expression of single proteins, possible
immunoregulatory mechanisms should be discovered.

For that purpose, ten potential immunoregulators in the T. suis larval L1 ES were selected.
Out of those, six proteins were recombinantly expressed and tested in wvitro as well as in
vivo. In vitro assays exhibit that LPS induced cytokine secretion of dendritic cells (DCs) was
reduced by the treatment with recombinant TSES proteins, although the expression of DC

surface markers were not regulated.



One of the six recombinantly expressed proteins lowered the allergic airway lung inflamma-
tion in vivo. It not only decreased lung eosinophilia and airway resistance, but also led to
increased levels of interstitial Relma™ lung macrophages. Furthermore it was possible to show
that this protein (TSES1) is a functional active chitinase with a typical chitinase structure.
As chitinases and chitinase-like proteins (CLPs) are also produced in mice, the observed im-
munoregulation after the treatment with a helminth chitinase was astonishing. Mechanistic
investigations revealed that TsES1 treatment induces cross reactive antibodies and regulatory
B cells, that might act as regulatory factors.

These results contribute to the research of TSO therapy, as new regulatory pathways were
presented. Although TsES1 might not be a good candidate, single immunomodulatory pro-
teins could act as a replacement to live helminth infection as a treatment for allergies and

autoimmune diseases.

il



Zusammenfassung

Zum Ende des 20. Jahrhunderts wurde die Hygiene-Hypothese formuliert, die besagt, dass
in den Industrielandern der Riickgang parasitdrer und bakterieller Erkrankungen das Risiko
erhoht Allergien oder Autoimmunerkrankungen zu entwickeln. In der Zwischenzeit wurde die
Th2-dominierte Immunantwort gegen parasitire Helminthen erforscht und deren Modulation
durch Effektormolekiile aufgeklart. Proteine und andere Molekiile der Helminthen sind ver-
antwortlich fiir eine veranderten Immunreaktion, die gleichzeitig unabhéngige Entziindungen
reduzieren konnen.

Basierend auf den immunmodulatorischen Eigenschaften und der Hygiene-Hypothese wurde
iberlegt, Helminthen, wie den Schweinepeitschenwurm Trichuris suis (1. suis), zur Behand-
lung von Allergien und Autoimmunerkrankungen einzusetzen.

In initialen klinischen Studien wurden verringerte Krankheitssymptome nach der 7. suis ova
(TSO) Therapie fiir Patienten mit Colitis ulcerosa und Morbus Crohn nachgewiesen. Jedoch
zeigten einige Studien, dass die TSO Behandlung zwar keine schidlichen Nebenwirkungen
fiir Patienten hat, aber auch keine klinisch relevanten Verbesserungen bringt. Daher wird die
Erforschung der TSO-Therapie in relevanten Krankheitsmodellen immer wichtiger.

Unsere Arbeitsgruppe hat im Vorfeld gezeigt, dass sekretorische (excretory/ secretory ES)
Produkte von 7. suts Larven potente Immunmodulatoren in einem Modell der allergischen
Atemwegserkrankung sind. Des Weiteren wurde auch in Krankheitsmodellen fiir entziindliche
Darmerkrankungen und Multiple Sklerose eine positive Immunmodulation durch 7. suis ES
nachgewiesen.

Deshalb war es Ziel dieser Arbeit, ES Proteine von 7. suis Larven zu identifizieren, die mog-
licherweise unabhéngige Immunantworten beeinflussen. Nach der rekombinanten Herstellung
einzelner Proteine, sollten mégliche immunregulatorische Mechanismen aufgeklért werden. Zu
diesem Zweck wurden zehn potentielle Immunregulatoren im ES von T. suis L1 Larven aus-
gewahlt. Von diesen wurden sechs Proteine rekombinant exprimiert und sowohl in vitro als
auch in vivo getestet. In vitro Assays haben gezeigt, dass die LPS-induzierte Zytokinsekretion
dendritischer Zellen (DCs) durch die Behandlung mit den rekombinanten Proteinen reduziert

wird, wobei die Expression der DC-Oberflachenmarker nicht reguliert wurden.
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Von den 6 rekombinant exprimierten Proteinen milderte eines in vivo die allergische Atem-
wegserkrankung. Es wurde nicht nur die Eosinophilie in der Lunge und die Atemwegsresistenz
reduziert, sondern sondern auch die Anzahl an interstitiellen Relma™ Lungenmakrophagen
vermehrt. Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass dieses Protein (TSES1) eine funktionell
aktive Chitinase ist, die eine fiir Chitinasen typischen Struktur besitzt. Da auch Mause Chi-
tinasen und Chitinase-like Proteine (CLPs) produzieren, iiberraschten die Beobachtungen der
Immunregulation durch die Behandlung mit einer Helminthenchitinase. Untersuchungen zum
Mechanismus haben ergeben, dass die TsES1-Behandlung kreuzreaktive Antikérper und re-
gulatorische B-Zellen induziert und diese moglicherweise als regulatorische Faktoren wirken.
Die vorgestellten Ergebnisse zeigen neue Regulationswege auf, die einen Beitrag zur FErfor-
schung der TSO-Therapie leisten. Obwohl TsES1 vermutlich kein guter Kandidat ist, konnen
moglicherweise einzelne immunmodulatorische Proteine zukiinftig eine Infektion mit lebenden

Helminthen als Therapie von Allergien und Autoimmunerkrankungen ersetzen.
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1. Einleitung

1.1. Immunreaktion und Immunmodulation in

Helmintheninfektionen

Helminthen sind endoparasitdre Wiirmer, die hauptséchlich den Darm ihrer Wirtsorganismen
infizieren und zu chronischen Infektionen fithren kénnen [Mehlhorn, 2012|. Weltweit sind der-
zeit iber 1 Million Menschen mit Helminthen infiziert, wobei in tropischen und subtropischen
Regionen die Pravalenz grofer ist als in anderen Teilen der Erde [Jourdan et al., 2017|. Dabei
zéhlen die Helminthen Ascaris lumbricoides (A. lumbricoides), Trichuris trichiura (T. trichi-
ura) und Necator americanus (N. americanus) zu den durch kontaminierte Boden tibertrage-
nen Nematoden, die die meisten Helmintheninfektionen beim Menschen verursachen [Jourdan
et al., 2017|. Stark belastende Symptome treten bei Helmintheninfektionen mit einer hohen
Wurmzahl auf, wobei es zu abdominalen Schmerzen, Néahrstoffverlust wie z.B. Eisenmangel
und Durchfall kommen kann [Hall et al., 2008]. Die Mehrzahl der Helmintheninfektionen des
Menschen lassen sich durch Hygienemafinahmen verhindern. Obwohl viele Infektionen mit
Medikamenten behandelbar sind, konnen das Auftreten von Resistenzen sowie inefliziente Be-
handlungen Reinfektionen begiinstigen [Jia et al., 2012, Levecke et al., 2014] .

Neben dem Menschen sind alle freilebenden und in Haltung lebenden S&ugetiere wie zum
Beispiel Schweine, Rinder oder Schafe von Wurminfektionen betroffen [Roepstorff et al.,
2011, Charlier et al., 2014, Morgan and van Dijk, 2012]. Bei der Nutztierhaltung kénnen
schwere Wurminfektionen zu wirtschaftlichen Einbufsen fithren, weshalb die Gesundheit der
Tiere durch Impfungen, Behandlung mit Anthelminthika oder bestimmten Haltungsbedin-
gungen kontrolliert wird [Stear et al., 2007, Charlier et al., 2014].

1.1.1. Immunreaktion in Helmintheninfektionen

Die Infektionswege der Helminthen sind sehr vielfiltig. So wandern N. americanus Larven
iiber die Haut in die Lunge, werden abgehustet und gelangen nach dem Verschlucken in den
Darm des Menschen [Mehlhorn, 2012|. Andere Helminthen, wie T. trichiura, haben evulotio-
nar einen direkten Infektionsweg entwickelt, um iiber die orale Aufnahme von embryonierten
Eiern den Darm des Wirtes zu besiedeln [Mehlhorn, 2012]. Neben dem Darm kénnen weitere
Organe wie Lunge, Leber oder das zentrale Nervensystem von Helminthen infiziert werden

[Lucius and Loos-Frank, 2007].
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Allen Helmintheninfektionen gemeinsam ist eine gegen sie gerichtete Th2-dominierte Im-
munantwort des Wirtes, die durch andere Mechanismen gekennzeichnet ist als die Thl-
Immunreaktion gegen Bakterien und Viren |Grencis et al., 2014, Allen and Sutherland, 2014].
Wichtige Erkenntnisse zur Abwehr von Helminthen wurden iiber Tiermodelle gewonnen, die
dann zu einem besseren Verstdndnis der Th2-Immunreaktion im Menschen gefiihrt haben.
Im Zuge der Invasion und Migration der Wiirmer treten Verletzungen der Lungen- und Darm-
schleimhaut auf, die zur Freisetzung sogenannter Alarmine aus Epithelzellen fithren [Oppen-
heim and Yang, 2005]. Zu diesen Alarminen zdhlen das Chemokin thymic stromal lympho-
poietin (TSLP) und die Zytokine IL-25 und IL-33, die zur Rekrutierung und Aktivierung
dendritischer Zellen (DCs), type 2 innate lymphoid cells (ILC2s), eosinophiler und basophiler
Granulozyten und Mastzellen fithren [Fallon et al., 2006, Humphreys and Xu, 2008, Hep-
worth et al., 2012]. Wie wichtig diese Alarmine fiir die Abwehr sind, konnte unter anderem in
Nippostrongylus brasiliensis (N. brasiliensis) infizierten I1-25/11.-33 defizienten M#usen nach-
gewiesen werden, die die Wiirmer deutlich schlechter austreiben konnten als Wildtypmaéuse
[Fallon et al., 2006, Hung et al., 2013].

Aktivierte DCs présentieren Helminthenantigene {iber den Haupthistokompatibilitdtskomplex
(magjor histocompatibility complex MHC)-IT an die T-Zellrezeptoren der CD4" T-Zellen. Zu-
sammen mit den kostimulatorischen Molekiilen CD80 und CD86 der DCs wird die Aktivierung
von CD4" T-Zellen vervollstéindigt [Murphy et al., 2009]. Fiir die Differenzierung von CD4"
T-Zellen zu Th2-Zellen sind aufserdem weitere kostimulatorische Molekiile, wie Ox40L auf der
Zelloberfliche von DCs und das Zytokin IL-4 notwendig [Jenkins et al., 2007]. Dabei wird
IL-4 hauptséchlich von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten bereitgestellt [Kaiko et al.,
2008|.

Differenzierte CD4" Th2-Zellen sekretieren die fiir eine Th2-Immunantwort typischen Zy-
tokine IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13 und aktivieren dadurch eosinophile und basophile
Granulozyten, Mastzellen und alternativ aktivierte Makrophagen (alternative activated ma-
crophage - AAMs) [Allen and Maizels, 2011, Allen and Sutherland, 2014]. Dies wurde in einem
Infektionsmodell der Maus nachgewiesen, bei dem ohne CD4" T-Zellen kein Schutz gegen-
tiber einer Schistosoma mansoni (S. mansoni) Infektion besteht [Vignali et al., 1989]|. Des
Weiteren fiihrte der Transfer von CD4" T-Zellen aus N. brasiliensis infizierten Miusen in
Empfangerméuse, die keine eigenen T-Zellen haben, zu einer effektiven Immunantwort gegen
N. brasiliensis |[Mohrs et al., 2001].

Neben den CD4" Th2-Zellen wird den ILC2 eine wichtige Rolle bei der Immunantwort gegen
Helminthen zugeschrieben [Huang and Paul, 2016]|. Durch die Sekretion von IL-5 und IL-13
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fiihren sie zur Rekrutierung und Aktivierung eosinophiler Granulozyten, CD4" Th2-Zellen
und Mastzellen, sodass ohne ILC2 eine geringere Austreibung von N. brasiliensis Wiirmern
festgestellt wurde [Fallon et al., 2006, Neill et al., 2010].

Ebenso sind eosinophile und basophile Granulozyten durch die Expression von IL-4 an einer
effektiven Immunabwehr beteiligt [Min et al., 2004, Spencer and Weller, 2010]. Es konnte fiir
eosinophile Granulozyten nachgewiesen werden, dass in vitro durch die Sekretion der in den
Granula gespeicherten Enzyme antikorperabhéngig die Larven von N. brasiliensis und Trichi-
nella spiralis (T. spiralis) getoten werden konnen [Kazura and Grove, 1978, Shin et al., 2001].
Aufserdem fiihrte in vivo die Abwesenheit von eosinophilen Granulozyten in der Maus zu ei-
ner geringeren Abwehr der N. brasiliensis und Brugia malayi (B. malayi)-Infektion [Knott
et al., 2007, Cadman et al., 2014|. Zusétzlich konnte in Heligmosomoides polygyrus (H. poly-
gyrus) infizierten Méausen, die keine eosinophilen Granulozyten besitzen, aufgeklart werden,
dass diese Zellen lokal die IL-4-Expression von T-Zellen hemmen und so in B-Zellen den IgG1-
Klassenwechsel regulieren kénnen [Strandmark et al., 2016].

Weitere Aktivatorzellen der Th2-getriebenen Immunantwort gegen Helminthen sind Mastzel-
len [Hepworth et al., 2012]. Diese Zellen werden am Ort der Infektion durch IL-9 bzw. IL-
18 zur Freisetzung von Proteasen und Zytokinen angeregt. Diese Proteasen verursachen die
Auflésung von Zell-Zell-Verbindungen, den sogenannten Tight-Junctions, erhéhen dadurch
im Darm die Wasserdurchlissigkeit und unterstiitzen unter anderem die Austreibung von
T. spiralis Wiirmern [McDermott et al., 2003]. Fehlen die Mastzellen, kommt es durch die
abgeschwichte Sekretion der Zytokine IL-25, IL-33 und von TSLP zu einer geringe Th2-
Immunitét, die H. polygyrus- und Trichuris muris (T. muris)-Infektionen mit einer groferen
Wurmlast hervorrufen [Hepworth, 2012].

Neben den genannten Immunzellen sind die Zytokine IL-4 und IL-13 unter anderem fiir die
Proliferation und Differenzierung von Gobletzellen im Darm- und Lungenepithel entscheidend.
Die Gobletzellen sind wihrend einer Helmintheninfektion fiir die Mukusproduktion verant-
wortlich [Hasnain et al., 2011] und sekretieren Relmf, ein hormonéhnliches Molekiil, welches
direkt an Helminthen bindet [Artis et al., 2004]. Relmf verringert unabhéngig von T- und
B-Zellen sowie AAMs die Fruchtbarkeit von H. polygyrus und ist fiir die IL-4 induzierte Aus-
treibung von N. brasiliensis und H. polygyrus notwendig |[Herbert et al., 2009]. Zusammen
mit der erhéhten Mukusproduktion und Proliferation der Epithelschicht aktivieren IL-4 und
IL-13 die Darmmuskulatur, sodass die Kontraktion zu einer gesteigerten Austreibung der Hel-

minthen fithrt [Akiho et al., 2002, Cliffe et al., 2005].
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Immunzellen, die ebenfalls wihrend der Immunantwort gegen Helminthen vermehrt gebil-
det werden, sind die alternativ aktivierten Makrophagen (AAMs). Sie werden aus Monozy-
ten/Makrophagen iiber die Bindung von IL-4 und IL-13 induziert und sind durch die Ex-
pression der Molekiile Relm-a, Arginase-1 und Yml gekennzeichnet [Raes et al., 2002, Nair
et al., 2009, Gordon and Martinez, 2010]. AAMs wird hauptséchlich eine Reparaturfunktion
des verletzten Gewebes zugeschrieben, obwohl auch direkte Effekte auf Helminthen beschrie-
ben sind [Dyken and Locksley, 2013]. So konnte nachgewiesen werden, dass AAMs bei der
Eliminierung von H. polygyrus und N. brasiliensis beteiligt sind und die Wundheilung bzw.
Reparation nach einer N. brasiliensis-Infektion ohne AAM wesentlich schlechter erfolgt [An-
thony et al., 2006, Chen et al., 2012].

Neben der indirekten Detektion nach Gewebezerstorung konnen Helminthen und deren se-
kretierte Produkte auch iiber sogenannte pattern recognition receptors-PRR direkt erkannt
werden [Allen and Maizels, 2011|. Es sind nur wenige Helminthen-spezifische Rezeptoren be-
schrieben, wobei die fiir die Abwehr von Bakterien und Viren bekannten toll-like receptors
(TLRs) eine untergeordnete Rolle bei Helmintheninfektionen spielen. Allerdings wurde fiir
Schistosoma mansoni (S. mansoni) nachgewiesen, dass die Bindung von dem Glycolipid Lyso-
phosphatidylserin an TLR2 und die Aktivierung von TLR3 durch RNA erfolgen kann [van der
Kleij et al., 2002, Aksoy et al., 2005|. Hingegen sind die sogenannten c-type lectin receptors
(CLRs) vermutlich wichtiger fiir die Detektion von Helminthen, da diese die Zuckerstruktu-
ren der Helminthenproteine binden kénnen [van Kooyk, 2008, van Die and Cummings, 2017|.
Es wurde zum Beispiel fiir 7. muris beschrieben, dass deren sekretierte Proteine (ezcreto-
ry/secretory - ES Proteine) an den Mannoserezeptor auf Makrophagen binden, obwohl dieser
keine Funktion bei der Abwehr iibernimmt [DeSchoolmeester et al., 2009|. Fiir S. mansoni ES
Proteine wurde ebenfalls gezeigt, dass sie an den Mannoserezeptor binden und von Makro-
phagen aufgenommen werden. Fehlte dieser Rezeptor, produzierten die CD4" T-Zellen mehr
IFN~ wahrend einer S. mansoni Infektion [Paveley et al., 2011].

Ein weiterer Weg der Th2-Immunreaktion gegen Helminthen erfolgt iiber die Bildung spe-
zifischer Antikorperklassen. IgE und IgG1 werden {iber den IL-4 induzierten Klassenwechsel
in B-Zellen produziert [Harris and Gause, 2011], wobei beim Menschen zusétzlich noch die
Bildung von IgG4 tiber IL-10 erfolgt [Satoguina et al., 2005]. Dabei konnte fiir IgE gezeigt wer-
den, dass dieser Antikorper die Fitness von H.polygyrus und damit die Produktion von Eiern
reduzierte [McCoy et al., 2008|. Zusétzlich sind IgE-Antikorper zusammen mit eosinophilen
Granulozyten an der Ausbildung einer Immunitit gegen Onchocerca volvulus (O. volvulus)

beteiligt [Abraham et al., 2004].
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Zusammengefasst ist das Ziel des Immunsystems, Eindringlinge wie Helminthen iiber ver-
schiedene Wege der Th2-gesteuerten Immunantwort abzuwehren und aus dem Organismus zu
schleusen. Im Gegensatz dazu versuchen die Wiirmer moglichst lange im Wirt zu iiberleben,
um viele Nachkommen zu produzieren und dabei wenig Schaden anzurichten. Deshalb haben
Helminthen eine Bandbreite an Abwehrmechanismen entwickelt, um dem Immunsystem zu
entkommen. Unter anderem sekretieren Helminthen verschiedene Proteine und Molekiile, die
zu einer Regulierung der Immunabwehr fithren und so eine Toleranz des Wirtes gegeniiber
dem Wurm erzeugen sollen [Hewitson et al., 2009, Coakley et al., 2016, Maizels and McSorley,
2016]. Dieser Mechanismus der Helminthen wird als Immunmodulation oder Immunregulation

beschrieben.

1.1.2. Immunmodulation in Helmintheninfektionen

Immunmodulation oder Immunregulation bezeichnet die gerichtete Verédnderung einer ein-
geleiteten Immunantwort. Molekiile wie z.B. Zytokine oder Transkriptionsfaktoren, die das
Immunsystem nach einer Immunantwort wieder in den Ausgangszustand versetzen, kénnen
als immunregulatorische Molekiile bezeichnet werden [Annacker and Powrie, 2002, Iwasaki
and Medzhitov, 2015, Chen and Ten Dijke, 2016]. Die dadurch erzeugte Homoostase des Im-
munsystems ist fiir das Uberleben und die Abwehr von Krankheitserregern von Bedeutung
[Marques et al., 2016].

Helminthen besitzen die Fahigkeit eigene immunregulatorische Molekiile zu produzieren, die
gezielt das Immunsystem ihres Wirtes beeinflussen [Hewitson et al., 2009, Coakley et al.,
2016, Maizels and McSorley, 2016]. Diese Molekiile werden groftenteils sekretiert, wodurch
die Modulation nicht nur von dem direkten Kontakt der Helminthen zu Immunzellen abhéngig
ist, sondern einen groferen Wirkungsbereich einschliefst. Somit kénnen frith auch systemische
Anderungen der Immunantwort eingeleitet werden, die das spétere Einnisten und Uberleben
im Darm unterstiitzen.

Es kénnen vier Hauptgruppen von Immunmodulatoren unterschieden werden: Proteine, RNA-
Molekiile, Zuckerstrukturen und Fettsduren. Diese Molekiile und ihre immunmodulatorischen
Eigenschaften werden nachfolgend an ausgew#hlten Beispielen verschiedener Helminthen ge-

nauer beschrieben.
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Immunregulatorische Proteine

Die grofste Gruppe immunmodulatorischer Molekiile sind Proteine, die durch ihre vielfaltige
Grofse, Struktur und potentielle Enzymaktivitdt unterschiedlichste Regulationsmechanismen
aufweisen (Abb. 1.1) [Hewitson et al., 2009]. Sie werden sekretiert und als excretory/secretory
(ES) Proteine oder Produkte bezeichnet, wobei auch soluble products (SP) oder soluble anti-
gens als Bezeichnungen verwendet werden. Dabei werden methodisch betrachtet erstere aus
dem Medium in vitro kultivierter Wiirmer gewonnen und letztere durch den Aufschluss der
gesamten Wiirmer |Hewitson et al., 2011a, Maizels and McSorley, 2016, Varyani et al., 2017|.
H. polygyrus zum Beispiel sekretiert ein funktionell zu TGF-8 homologes Protein, das zu
einer Expansion von regulatorischen FoxP3" T-Zellen fiihrt [Rausch et al., 2008, Grainger
et al., 2010]. TGF-f ist ein anti-inflammatorisches Zytokin und induziert ebenfalls regula-
torische FoxP3" T-Zellen (Tregs), die durch Kontrolle der DC-Aktivierung zur Homgostase
des Immunsystems beitragen [Chen et al., 2003, Konkel and Chen, 2011]. Vor kurzem wurde
sogar das verantwortliche Protein Hp-TGM (TGF- mimic) von H. polygyrus rekombinant
exprimiert, welches in vitro humane und murine CD4" T-Zellen zu Tregs differenziert und in
vivo in einem Transplantations-Modell anti-inflammatorisch wirkte [Johnston et al., 2017].
Zu einer groferen Gruppe von regulatorischen Proteinen gehéren die Protease-Inhibitoren,
die sogenannten Cystatine und Serpine. Fiir die Cystatine (Cysteinprotease-Inhibitoren) von
Acanthocheilonema viteae (A. viteae), B. malayi, O. volvulus und N. brasiliensis wurden
Mechanismen der Immunregulation nachgewiesen [Hartmann and Lucius, 2003, Gregory and
Maizels, 2008]. Zum Einen inhibieren sie die Cysteinproteasen ihres Wirtes, die fiir die Anti-
genprésentation und somit T-Zellaktivierung notwendig sind [Dainichi et al., 2001, Manoury
et al., 2001|. Zum Anderen induzieren sie die Expression des immunsupprimierenden Zytokins
IL-10, das in antigenprasentierenden Zellen die Expression der Oberflichenmarker CD86 und
MHC-II reduziert und damit die T-Zellproliferation inhibiert [Hartmann et al., 1997, Schone-
meyer et al., 2001]. In vivo konnte die immunsupprimierende Wirkung der Cystatine sowohl
im Asthma-Modell, als auch im Colitis-Krankheitsmodell iiber die Induktion von Tregs und
IL-10 produzierenden Makrophagen nachgewiesen werden [Schnoeller et al., 2008, Whelan
et al., 2014].

Serpine sind Serinprotease-Inhibitoren, die bei vielen Helminthen auf Grund ihrer kurzen Ami-
nosauresequenz auch als Smapins (small serine protease inhibitors) bezeichnet werden [Mo-
lehin et al., 2012|. Ein bekannter Vertreter der Serpine ist das SPN-2 Protein von B. malaysi,
dass Cathepsin G und Elastase humaner neutrophiler Granulozyten inhibiert [Zang et al.,

1999]. Stanley et al. konnten die inhibitorische Wirkung von SPN-2 hingegen nicht bestétigen,
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sodass die Inhibitionsfahigkeit weiter diskutiert wird [Stanley and Stein, 2003]. Unbestritten
ist aber, dass die Infektion mit Mikrofilarien von B. malay: in der Maus kurzzeitig eine Th1l-
Immunantwort hervorruft, die {iber eine SPN-2 spezifische Sekretion von IFN+ nachgewiesen
wurde [Zang et al., 2000]. Somit kénnen einige Helminthen neben einer Th2-Immunreaktion
auch zur Induktion einer Thl-Immunreaktion beitragen. Fiir ein Serpin von Trichinella pseu-
dospiralis wurde nachgewiesen, dass es die Polarisation von alternativ aktivierten Makropha-
gen (AAM) in vitro induziert [Xu et al., 2017|. Ein weiteres Beispiel ist das Serpin TsCEI von
T. suis, das Chymotrypsin, die pankreatische und neutrophile Elastase sowie Chymase, eine
von Mastzellen exprimierte Protease, inhibiert [Rhoads et al., 2000|. Daher wurde postuliert,

dass TSCEI proteaseabhéngig Mastzellen reguliert und dadurch die Immunreaktion im Darm

moduliert.
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Abb. 1.1.: Mechanismen der Immunmodulation durch Parasiten.

Ausgewihlte Beispiele der Immunmodulation durch Parasiten und deren sekretierte Molekiile
(excretory/secretory ES-Produkte). Abgeleitet von Hewitson et al. 2009. Abkiirzungen: HES
- Heligmosomoides polygyrus ES; NES - Nippostrongylus brasiliensis ES; TSES - Trichuris
suis ES; IPSE - IL-4-inducing principle of schistosome eggs; ASP-2 - Ancylostoma secreted
protein-2; w-1 - Schistosoma mansoni Omega-1; Hp-TGM - Heligmosomoides polygyrus
TGF-8 mimic.

Von S. mansoni wurden sekretierte immunregulatorische Proteine analysiert, die bei der Th2-
Differenzierung einen Einfluss haben. Das dimere Protein IL-4-inducing principle of schisto-
some eggs (IPSE), auch Alpha-1 genannt, wird von S. mansoni Eiern entlassen und fiihrt

iiber Kreuzvernetzung der IgE-Rezeptoren zur Degranulation der basophilen Granulozyten
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[Schramm et al., 2003, Schramm et al., 2007|. Dabei wirde IL-4 freigesetzt, das fiir die In-
duktion der Th2-Immunreaktion entscheidend ist. Aufserdem induziert IPSE in humanen und
murinen B-Zellen die Expression von I1-10, sodass IPSE in vivo zur Bildung von regulatori-
schen B-Zellen beitragt [Haeberlein et al., 2017|.

Omega-1, in weiteres von S. mansoni sekretiertes Protein, ist eine Ribonuklease und regt
DCs zur Induktion von Th2-Zellen an [Steinfelder et al., 2009|. Dabei wurde nachgewiesen,
dass das Protein iiber die Bindung an den Mannoserezeptor von DCs internalisiert wird und
dort RNA-Molekiile abbaut |[Everts et al., 2012]. Auferdem verstirkt Omega-1 bei TLR-2
stimulierten Makrophagen die Freisetzung von IL-13, einem Zytokin fiir die Aktivierung des
Inflammasoms [Latz et al., 2013, Ferguson et al., 2015].

Ein interessantes Beispiel sekretierter, immunmodulatorischer Proteine ist das von adulten
A. viteae hergestellte Protein ES-62, eine Leucin-Aminopeptidase, die viele Phosphorylcholin-
Reste auf der Oberflache tragt [Harnett et al., 2004]|. ES-62 inhibiert durch die Bindung an
TLR-4 die Degranulation von humanen Mastzellen und ES-62 behandelte DCs induzieren
in vivo CD4" Th2-Zellen [Whelan et al., 2000, Melendez et al., 2007|. Zusétzlich fordert ES-
62 die Proliferation und IL-10 Produktion peritonealer B1l-Zellen und andererseits werden
B2-Zellen in ihrer Proliferation gehemmt [Wilson et al., 2003a, Wilson et al., 2003b|. In vivo
konnte durch die Applikation von ES-62 sowohl die Entstehung von kollagen-induzierter Ar-
throse in M&ausen verhindert werden als auch die Th2-Immunreaktion bei OVA-induziertem
Asthma gemildert werden [McInnes et al., 2003, Rzepecka et al., 2013]. Neueste Studien haben
gezeigt, dass sogar kleinere, ES-62-analoge Proteine in murinen Krankheitsmodellen Allergien
und den systemischen Lupus erythematodes (SLE) verringern kénnen [Rodgers et al., 2015, Ja-

nicova et al., 2016|

Eine Proteinfamilie mit immunregulatorischen Eigenschaften ist die Venom-allergen/ ASP-like
(VAL) Familie [Murray et al., 2001]. Dabei steht ASP fiir das erste identifizierte Protein dieser
Familie, Ancylostoma caninum secreted protein, das von in vitro aktivierten Larven sekretiert
wurde [Hawdon et al., 1996]. In den folgenden Jahren wurden weitere ASP-Proteine verschie-
dener Helminthen identifiziert, wodurch ASP auch die Bezeichnung Activation-associated se-
creted protein bekommen hat [Yatsuda et al., 2002|. Diese Proteine tragen CAP-Doménen
(CAP-Cysteine-rich secretory proteins, antigen 5 and pathogenesis-related 1) und gehoren
zu einer Proteinsuperfamilie, die auch als sperm-coating glycoprotein (SCP) Proteinfamilie
(Pfam PF00188) bezeichnet wird [Gibbs et al., 2008]. Die SCP-Superfamilie ist unter Helmin-

then weit verbreitet, wobei unterschiedliche Eigenschaften identifiziert wurden |[Cantacessi
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and Gasser, 2012|. So wurde fiir das Protein neutrophil inhibitory factor (NIF) von Ancy-
lostoma caninum nachgewiesen, dass es in vitro die Aktivierung neutrophiler Granulozyten
inhibiert [Moyle et al., 1994]. Hingegen fiihrte das Protein NA-ASP-2 von N. americanus in
vitro und in vivo zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten |[Bower et al., 2008|. Dem
0. volvulus Protein ASP-1 wird die Eigenschaft eines Adjuvans zugesprochen, da es neben
IL-10 auch die Expression von [FNy und TNF«a in antigenprasentierenden Zellen induziert
[He et al., 2009]. Obwohl diese Proteinfamilie unter Helminthen weit verbreitet ist und z.B.
fiir H. polygyrus 25 verschiedene VAL-Proteine im ES nachgewiesen wurden, konnten bisher
nur wenige spezifische Funktionen identifiziert werden [Hewitson et al., 2011b, Cantacessi and

Gasser, 2012].

Immunregulatorische Zuckerstrukturen

Sekretierte Proteine und Membranproteine von Helminthen sind glykosyliert, das heifst diese
Proteine tragen Kohlenhydrate auf der Oberfliche und werden daher auch als Glykoproteine
bezeichnet [Tundup et al., 2012]. Diese Zuckerstrukturen dienen sowohl als Schutzschicht vor
der Umwelt als auch zur Interaktion mit der Umwelt bzw. Regulation des Wirtsorganismus
[Rodrigues et al., 2015|. Thnen wird eine Bindung an TLRs und C-Typ-Lektin-Rezeptoren
(CLRs) auf dendritischen Zellen und Makrophagen zugesprochen, wodurch sie direkte und
indirekte regulatorische Eigenschaften haben. Ein Beispiel ist das S. mansoni Antigen ge-
bundene Glykan lacto-N-fucopentaose III (LNFPIII), dass iber TLR4-Bindung auf DCs die
Th2-Immunantwort auslost [Thomas et al., 2003]. Hauptséchlich ist das sogenannte Lewis-
X Motiv, ein terminales Trisaccharide von LNFPIII fiir die Bindung verantwortlich [Levery
et al., 1992], da die Inhibition dieser Motive die Bindung an CLRs von DCs verhindert [van
Die et al., 2003].

Im Allgemeinen wurde fiir ES-Proteine von Helminthen nachgewiesen, dass ihre immunregu-
latorischen Eigenschaften von den gebundenen Kohlenhydraten abhéngig sind. So verhindern
T. suis SP Proteine mit fehlenden Glykanen die Inhibierung der LPS-induzierten Zytokinse-
kretion, worauthin mehr Zytokine gebildet werden [Klaver et al., 2013]. Aufierdem fiihrte die
Behandlung mit 7. suis ES (TSES) zur glykanabhéngigen Reduktion der Barrierefunktion von
Epithelzellen [Hiemstra et al., 2014]. Ebenso konnte fiir S. mansoni Proteine gezeigt werden,
dass deren Aktivierung von Makrophagen zur Sekretion von 1L-12p40, IL-10 und IL-6 von den
Glyskosylierungen der Proteine abhéngt [Jenkins et al., 2005]. Diese Ergebnisse der Gesamt-
ES Experimente geben keine Information dariiber, ob die Kohlenhydrate selbst diese Effekte

induzieren oder ob sie fiir die Bindung und Internalisierung der Proteine verantwortlich sind,
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die dann intrazelluldr ihre Funktion austiben [Tundup et al., 2012].

Es konnte jedoch fiir einige wenige Zuckerstrukturen gezeigt werden, dass sie direkte immun-
regulatorische Eigenschaften besitzen. Dazu wurden die Kohlenhydrate an Carrier-Molekiile
gebunden, die selbst keine immunregulatorische Funktion haben. Zum Beispiel hat LNFPIII
gebunden an Dextran nach intraperitonealer Applikation in Mause AAMs induziert, die mehr
Arginase-1 und Yml exprimierten haben [Atochina et al., 2008]. Ebenso fiihrte Chitin, einem
ebenfalls mit Helminthen-Proteinen konjugiertes Kohlenhydrat, zur Rekrutierung und Induk-
tion von AAMs in den peritonealen Bauchraum |[Reese et al., 2007, Satoh et al., 2010].

In vivo reduzierte die Behandlung mit LNFPIII in einem Psoriasis-Modell die Anzahl von
CD8" T-Zellen sowie die Sekretion von IFN~v [Atochina and Harn, 2006]. In dem murinen
Krankheitsmodell der Multiplen Sklerose (experimental autoimmune encephalomyelitis- EAE)
konnte die Behandlung mit LNFPIII {iber die Bildung von AAMs zur Reduktion der Hirn-

entziindung beitragen |Zhu et al., 2012].

Immunregulatorische RNA-Molekiile

Mit Hilfe sogenannter Exosomen kénnen Proteine, Lipide und RNA-Molekiile innerhalb einer
Spezies und zwischen verschiedenen Organismen iibertragen werden [Raposo and Stoorvogel,
2013, Coakley et al., 2015]. Dabei sind Exosomen Membranvesikel, die von der Zelloberflache
abgeschniirt werden und den direkten Transport von Proteinen und Molekiilen in eine andere
Zelle ermoglichen. Fiir Helminthen wurde diese Fahigkeit, Molekiile direkt in die Zielzellen
einzuschleusen, erst kiirzlich nachgewiesen [Marcilla et al., 2014|. H. polygyrus produziert Exo-
somen, die mit microRNA (miRNA) und Proteinen gefiillt sind [Buck et al., 2014]. W&hrend
einer pilzinduzierten Allergie hinderten diese Exosomen ILC2s daran IL-5 freizusetzen und
reduzierten damit die Eosinophilie in der Lunge. Neben H. polygyrus konnten RNA-beladene
Exosomen fiir B. malayi, Dicrocoelium dendriticum, und S. mansoni nachgewiesen werden,
obwohl deren immunregulatorische Funktion noch nicht genau bekannt ist [Bernal et al.,
2014, Nowacki et al., 2015, Zamanian et al., 2015|. Neueste Ergebnisse von Untersuchungen
des ES von T. muris haben gezeigt, dass diese ebenfalls Exosomen mit RNA enhélt, die mit

murinen Wirtszellen fusionieren kénnen [Eichenberger et al., 2018].

Immunregulatorische Lipide

Eine letzte Gruppe immunregulatorischer Molekiile sind die Short chain fatty acids (SCFA),
die hauptséchlich von Darmbakterien hergestellt werden und eine Verbindung zwischen Mi-

krobiom und Immunsystem darstellen [Topping, 1996, Corréa-Oliveira et al., 2016]. So wurde

10
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fiir bakterielle SCFA nachgewiesen, dass sie unter anderem zur Proliferation von Foxp3™ Treg
fiihren [Arpaia et al., 2013]. Daneben besitzen auch Helminthen die Féhigkeit SCFA herzustel-
len, wobei bisher keine immunregulatorischen Effekte direkt fiir Helminthen SCFA bestétigt
wurden |Tielens et al., 2010]. Zusétzlich konnen Helminthen das Mikrobiom ihres Wirtes be-
einflussen, so zur Produktion der SCFAs beitragen und allergische Entziindungen reduzieren
[Zaiss et al., 2015]. Unabhéngig von den SCFAs wurde spezifisch fiir das Lipid Phosphati-
dylserin von S. mansoni gezeigt, dass es DCs zur Induktion von IL-4/IL-10 poduzierenden

T-Zellen anregt [van der Kleij et al., 2002].

Neben den vorgestellten Beispielen gibt es einige immunregulatorische Eigenschaften, die bis-
her nicht auf einzelne Proteine oder Molekiile der Helminthen zuriickzufithren sind (Abb. 1.1).
Zum Beispiel konnte fiir das H. polygyrus ES (HES) nachgewiesen werden, das es in einem
Allergiemodell der Lunge die IL-33-Freisetzung reduziert, die Zytokinproduktion von ILC2s
hemmt und die Eosinophilie lokal verhindert [McSorley et al., 2014]. Auferdem reduziert
HES direkt die NO-Produktion von Makrophagen sowie die IL-12p70-Sekretion von LPS-
stimulierten DCs und die CD4" T-Zellproliferation [Rzepecka et al., 2006, Segura et al.,
2007].

Die Reduktion der T-Zellproliferation bzw. Induktion von Th2-Zellen wurde auch durch
N. brasiliensis ES (NES) Proteine beobachtet [Allen and MacDonald, 1998, Balic et al.,
2004]. Dabei wurde die LPS-induzierte IL-12p70-Sekretion von DCs reduziert und die IFN~-
Produktion von antigenunabhéngig stimulierten T-Zellen gehemmt [Uchikawa et al., 2000, Ba-
lic et al., 2004].

Fir T. suis ES (TSES) Proteine wurde von unserer Arbeitsgruppe ebenfalls die Reduk-
tion LPS-induzierter Zytokine von DCs nachgewiesen, die jedoch keinen Einfluss auf die
T-Zellproliferation hatte [Ebner et al., 2014]. Auferdem wurde gezeigt, dass das TSES in
einem Asthma-Mausmodell die Eosinophilie reduziert, die Lungenfunktion verbessert und
Th2-Zytokine in der Lunge verringert. Des Weiteren konnte in vitro die Induktion von anti-
entzlindlichen humanen Monozyten durch die Behandlung mit 7. suis SP nachgewiesen wer-
den [Kooij et al., 2015].

Insgesamt sind parasitdre Helminthen und ihre Wirte ko-evolviert und haben jeweils Me-
chanismen entwickelt, sich gegen den anderen zu wehren und gleichzeitig moglichst lange
zu iiberleben. Daher versucht das Immunsystem des Menschen den Parasiten einerseits iiber
Th2-Immunreaktionen direkt zu bekdmpfen und gleichzeitig die Schadigungen durch den Pa-

rasiten bzw. der eigenen Immunabwehr zu minimieren. Dabei aktivieren Helminthen selbst
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den regulatorischen Arm des Immunsystems ihrer Wirte durch Sekretion von Proteinen und

Molekiilen, wodurch die gegen sie gerichtete Immunreaktion abgeschwéacht wird.

1.2. Der Schweinepeitschenwurm - Trichuris suis

Der Schweinepeitschenwurm Trichuris suis (1. suis) gehort zur Familie der Trichuridae, die
zum Stamm der Fadenwiirmer (Nematoda) zéhlen [Mehlhorn, 2012]. Zu dieser Familie in-
nerhalb der Helminthen gehdren aufserdem der humanpathogene Parasit Trichuris trichiura
(T. trichiura) und weitere Vertreter, welche Maus, Schaf, Hund und Katze als Wirt nutzen.
T. suis ist ein iiber die Umwelt {ibertragbarer Parasit, der iiber einen direkten Infektionsweg
den Darm von Schweinen besiedelt. Eine hohe Parasitenlast kann zu einer Unterversorgung
der infizierten Schweine fiihren, wodurch die Tierhaltung erschwert wird und wirtschaftliche

Probleme auftreten kénnen [Roepstorff et al., 2011].

1.2.1. Auftreten und Infektion

Weltweit sind Schweine mit 7. suis infiziert, wobei Tiere in industrieller Schweinehaltung
weniger stark betroffen sind als Tiere in Freilandhaltung [Eijck and Borgsteede, 2005]. Beson-
ders in Entwicklungslandern tropischer Regionen liegt eine erhohte Infektionsrate vor, da die
feucht-warmen Bedingungen vor Ort 7. suis-Infektionen begiinstigen [Roepstorff et al., 2011].
Der einfache, direkte Infektionszyklus von T. suis ist in der Abbildung 1.2 zusammengefasst
und beginnt mit der oralen Aufnahme embryonierter Eier, die die infektosen L1 Larven in sich
tragen. Im Diinndarm schliipfen dann die Larven und entwickeln sich iiber vier Hautungen zu
adulten Wiirmern.

T. suis befillt den Blind- und Enddarm von Schweinen, wobei das schmale vordere Ende der
Parasiten in der Schleimhaut verankert ist und das dicke Hinterende in das Darmlumen ragt.
T. suts Weibchen produzieren téglich tausende Eier, die iiber den Kot ausgeschieden wer-
den und in denen sich die L1 Larven innerhalb von 3-4 Wochen entwickeln. Diese infektitsen
Eier iiberleben mehrere Jahre in einer feuchten Umgebung und konnen, oral aufgenommen,
wieder einen neuen Infektionszyklus starten (Abb. 1.2) [Mehlhorn, 2012|. Dabei betrédgt die
Préapatenz von T. suis, das heiftt die Dauer von oraler Aufnahme der infektiosen Eier bis zur

Ausscheidung neuer Eier, 6-8 Wochen [Kringel and Roepstorff, 2006].
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Eine T. suis Infektion fiihrt bei Schweinen zu einer Th2-Immunreaktion, die durch die Ver-
mehrung der eosinophilen und basophilen Granulozyten im Blut gekennzeichnet ist [Kringel
and Roepstorff, 2006]. RT-PCR Analysen zeigten, dass die Expression der Th2-Zytokine I11.-4,
IL-5 und IL-13 im Darm von infizierten Schweinen deutlich erhoht war [Kringel et al., 2006].
Aufserdem wurde im Darmgewebe infizierter Tiere eine grofere Anzahl von Gobletzellen nach-
gewiesen, die durch eine vermehrte Mukusproduktion zur Ausscheidung der Wiirmer fiihrt.
Nach 3-6 Monaten sind unbehandelte Tiere von T. suis Wiirmern befreit und haben eine

Immunitét ausgebildet, die sie vor Reinfektionen schiitzt [Nejsum et al., 2009).

Embryoniertes Ei Nicht-
(L1) Embryoniertes Ei

3-4 Wochen

Abb. 1.2.: Infektionszyklus von Trichuris suis.

Die T. suis Infektion beginnt mit der oralen Aufnahme von embryonierten Eiern. Die darin
enthaltenen L1 Larven schliipfen im Diinndarm und entwickeln sich iiber 4 Hautungen zu
adulten Wiirmern, die im Blind- und Enddarm sitzen. T. suis Weibchen produzieren taglich
tausende Fier, die iiber den Kot ausgeschieden werden. Innerhalb von 3-4 Wochen entwickeln
sich embryonierte Eier, die {iber Jahre infektios bleiben kénnen.

1.2.2. Trichuris suis Therapie in klinischen Studien

Im Laufe der Industrialisierung wurde beobachtet, dass immer mehr Menschen an Allergien
und Autoimmunerkrankungen leiden. Gleichzeitig wurde eine Reduktion von parasitdren und
bakteriellen Infektionen durch die verbesserten Hygienemafnahmen der letzten Jahrzehnte
erzielt. Diese Beobachtungen wurden in der Theorie der Hygiene-Hypothese zusammengefasst
|Gerrard et al., 1976, Strachan, 1989]. Sie geht davon aus, dass ein gesundes Immunsystem
im Laufe des Lebens durch Infektionen den Unterschied zwischen geféhrlichen Eindringlingen
und harmlosen Umweltmolekiilen erlernt. Fehlen diese Infektionen, entwickelt das Immunsys-

tem autoreaktive Erkrankungen oder Allergien [Yazdanbakhsh et al., 2002].
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Zusatzlich wurde das Wissen iiber Immunreaktionen gegen Bakterien oder Wiirmer immer
umfangreicher, sodass Effekte der Immunregulation durch pathogene Erreger in die Hypo-
these einbezogen wurden. Wie im Abschnitt 1.1.2 beschrieben wurde, besitzen Helminthen
immunmodulatorische Molekiile und kénnen damit potentiell auch Immunreaktionen gegen-
iber anderen pathogene Erregern oder Impfungen beeinflussen [Hewitson et al., 2009, Coakley
et al., 2016, Maizels and McSorley, 2016|. Nachgewiesen wurde dies fiir A. lumbricoides infi-
zierte Studienteilnehmer, die nach einer Anthelminthikatherapie und folgender Impfung mit
Cholera-Toxin B hohere IL-2 und IFN~v-Konzentrationen aufwiesen als die weiterhin infizier-
ten Probanden [Cooper et al., 2001]. Auferdem wurde der Einfluss von Anthelminthika auf die
Bildung von Allergien untersucht, wobei Kinder nach einer Behandlung mit Anthelminthika
in einem Allergietest stiarker reagierten als vor der Behandlung [Lynch et al., 1993]. Ebenso
konnte beobachtet werden, dass die Reduktion allergischer Reaktionen besonders von IL-10
und regulatorischen T-Zellen abhéngig ist [Akdis et al., 1998, Maloy and Powrie, 2001], die
wiederum durch Helminthen induziert werden [Yazdanbakhsh et al., 2002].

Aus diesen Forschungsergebnissen und der Theorie der Hygiene-Hypothese folgte die Uberle-
gung, dass Menschen, die an Allergien bzw. Autoimmunerkrankungen leiden, mit Hilfe von
Helminthen behandelt werden kénnten. Als vielversprechender Kandidaten fiir die Wurmthe-
rapie galt der Nematode T. suis, weil er einen direkten Infektionsweg hat und damit keine
Korperwanderung stattfindet (Abb. 1.2). AuRerdem findet keine Vermehrung innerhalb des
Wirtsorganismus durch Teilung statt und im Schwein kommt es selten zu starken Infektionen
mit schwerwiegenden Symptomen. Des Weiteren wurde beobachtet, dass eine lang andauernde
Infektion und die Entwicklung zu fortpflanzungsfihigen Wiirmern im Menschen auf Grund
der Wirtsspezifitdt zum Schwein nicht vorliegt [Beer, 1976, Ooi et al., 1993].

Eine erste experimentelle Studie zeigte, dass die orale Aufnahme von 2500 7. suis Eiern
[ Trichuris suis ova (TSO)] eine sichere Therapie-Dosis fiir entziindliche Darmerkrankungen
ist und zu einer Verbesserung der klinischen Parameter fiihrt [Summers, 2003]. Bis heute
wurde der Einsatz von TSO als Therapie in iiber zehn Studien untersucht und verdéffentlicht.
Wie in der Tabelle 1.1 aufgefiihrt ist, wurden entziindliche Darmerkrankungen, Allergien und
neuronale Erkrankungen mit Hilfe von T'SO behandelt.

Die ersten therapeutischen Studien zur Behandlung von Colitis ulcerosa und Morbus Crohns
zeigten deutliche Verbesserungen der klinischen Parameter der mit TSO behandelten Patien-
ten [Summers et al., 2005a, Summers et al., 2005b]. Des Weiteren wurde die TSO-Therapie
zur Behandlung von Allergien wie der Rhinitis eingesetzt. Dabei wurde die Therapie von

den meisten Patienten gut vertragen, jedoch ohne eine Reduktion der Krankheitsparameter
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hervorzurufen |Bager et al., 2010, Bager et al., 2011]. Neueste Studien auf dem Gebiet der
entziindlichen Darmerkrankungen haben gezeigt, dass die TSO-Behandlung gut toleriert wird,
es aber im Durchschnitt zu keiner Verbesserung fiir den Patienten kommt [Schélmerich et al.,
2016].

Eine weitere Erkrankung, fiir die eine TSO-Therapie durchgefiihrt wurde, ist die neuronale
Autoimmunerkrankung Multiple Sklerose (MS). In einer ersten Studie wurden fiinf MS Patien-
ten flir drei Monate mit TSO behandelt, woraufhin eine deutliche Verringerung der messbaren
Lésionen im Gehirn festgestellt wurde |Fleming et al., 2011]. Diese stiegen nach Absetzen der
Therapie allerdings wieder an, sodass der beobachtete Effekt auf die Behandlung mit TSO
zuriickgefiihrt werden kann. Demnach muss eine TSO Behandlung kontinuierlich erfolgen, um
wirksame Resultate zu erzielen. In nachfolgenden Studien wurde die TSO-Therapie von MS-
Patienten zwar gut toleriert, die klinischen Parameter zeigten allerdings nur eine tendenzielle

Verbesserung [Benzel et al., 2012, Fleming et al., 2017].

Tab. 1.1.: Publizierte klinische Studien zur TSO-Therapie.

Erkrankung Ergebnisse Referenz
Entziindliche Colitis ulcerosa vertraglich, positiv [Summers, 2003]
Darmerkrankungen Colitis ulcerosa vertraglich, positiv [Summers et al., 2005b]
Morbus Crohn vertraglich, positiv [Summers et al., 2005a)
Morbus Crohn vertriglich [Sandborn et al., 2013|
Morbus Crohn vertriglich, ohne Effekt  [Scholmerich et  al.,
2016]
Allergien Rhinitis vertriglich, ohne Effekt  [Bager et al., 2010]
Rhinitis vertriglich, ohne Effekt  [Bager et al., 2011]
Nuss Allergie vertraglich [Jouvin and  Kinet,
2012
Neuronale Multiple Sclerose vertréiglich, positiv [Fleming et al., 2011]
Erkrankungen Multiple Sclerose vertraglich, [Benzel et al., 2012]

positive Tendenz
Multiple Sclerose vertréaglich, ohne Effekt [Voldsgaard et al.,
2015]
Multiple Sclerose vertréglich, [Fleming et al., 2017]
positive Tendenz

Neben den verdffentlichten Studien gibt es eine Vielzahl an klinischen Studien mit TSO, die
auf der Internetseite der US-amerikanischen Bibliothek der Medizin (U.S. National Library
of Medicine) unter ClinicalTrials.gov gelistet sind. Darunter befinden sich Studien, die oh-
ne Verdffentlichung der Ergebnisse abgebrochen oder beendet wurden. Moglicherweise waren
die Nebenwirkungen der TSO Behandlung zu stark oder zu viele Teilnehmer sind aus an-

deren Griinden vorzeitig ausgeschieden, sodass die Studien nicht vollstdndig abgeschlossen

15



KAPITEL 1. EINLEITUNG

wurden. Es sind aber auch neue, noch laufende Studien aufgelistet, wie z.B. Studien zur
TSO-Behandlung der chronischen Hauterkrankung Psoriasis.

Ubergreifend betrachtet sind die Ergebnisse klinischer Studien mit der therapeutischen Gabe
von TSO sehr unterschiedlich und zeigen dennoch das Potential dieser Therapieform. Neben
T. suis werden auch andere Helminthen, wie Necator americanus als Therapie-Wiirmer einge-
setzt, wobei klinische Studien auch hier eine heterogene Ergebnislage liefern [Wammes et al.,
2014, Smallwood et al., 2017]. Es muss beriicksichtigt werden, dass die zu behandelnden Au-
toimmunerkrankungen des Menschen selbst noch unzureichend verstanden sind. Genetische
Unterschiede, das Alter zum Diagnosezeitpunkt oder die Vorbehandlung einzelner Patienten
konnen die Durchfiihrbarkeit und die Ergebnisse der Studien beeinflussen. Aufierdem sind die
grundlegenden Mechanismen der TSO-Therapie noch nicht aufgeklart. Obwohl bekannt ist,
dass T. suis immunmodulatorische Molekiile sezerniert, sind die genauen Komponenten und

Mechanismen der zugrundeliegenden Immunregulation noch weitgehend unerforscht.

1.2.3. Trichuris suis in Krankheitsmodellen

Obwohl in den letzten 15 Jahren viele klinische Studien mit T'SO zur Therapie von Autoimmu-
nerkrankungen durchgefiihrt wurden, gibt es nur wenige Studien, die die Immunmodulation
durch T. suis in Krankheitsmodellen genauer untersucht haben.

In einer ersten préklinischen Studie wurden 16sliche Molekiile (soluble products-SP) von adul-
ten T. suis Wiirmern in einem Mausmodell der Multiplen Sklerose, dem ezperimental autoim-
mune encephalomyelitis (EAE) Modell, eingesetzt [Kuijk et al., 2012]. Durch die Behandlung
mit T. suis SP verringerte sich der Gewichtsverlust der Tiere ebenso wie der klinische Score.
Im EAE-Modell an Ratten konnte gezeigt werden, dass diese Verbesserung der klinischen
Parameter durch die Gabe von adulten T. suis ES Proteinen iiber eine Reduktion der Thl-
und Th17-Antwort verursacht wurde [Hansen et al., 2017]. Auferdem wurde vergleichend die
Gabe von TSO in dem EAE-Modell untersucht, wobei selbst mit einer hohen Dosierung von
3x 7000 Eier im Gegensatz zur TsES Behandlung keine Verbesserungen im Score ermittelt
wurden.

In einer von unserer Arbeitsgruppe durchgefithrten Studie wurde larvales T. suis L1 ES in
einem Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung eingesetzt und sowohl in wvitro als
auch in vivo gelang der Nachweis immunregulatorischer Eigenschaften [Ebner et al., 2014].
In vitro wurde durch die Inkubation mit TSES die Expression der Oberflichenmarker CD86
und MHC-II von CpG-stimulierten DCs reduziert. Des Weiteren wurde in diesem Asthma-

Mausmodell gezeigt, dass die Anzahl eosinophiler Granulozyten in der Lunge durch die Be-
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handlung mit TSES reduziert und die allergische Hyperreaktivitat der Lunge verringert wurde.
Damit wurden DCs als mogliche Zielzellen der Immunregulation durch 7. suis identifiziert
und ein positiver Effekt auf allergische Atemwegserkrankungen beschrieben.

Erst kiirzlich wurde eine Studie veroffentlicht, bei dem eine TSO Behandlung bei der induzier-
ten Colitis in Kaninchen durchgefiihrt wurde [Leonardi et al., 2017]. Dabei wurde deutlich,
dass immunkompetente Kaninchen nach oraler Gabe von TSO ein deutlich héheres Gewicht
und weniger Immunzellen im Darmgewebe hatten und damit einen geringen Colitis-Score
aufwiesen. Uberraschend war die Beobachtung, dass in immunsupprimierten Kaninchen eine
TSO-Behandlung genau gegenteilige Effekte zeigte. Die Tiere verloren deutlich an Gewicht,
viele Lymphozyten wanderten ins Darmgewebe ein und verschlechterten die Symptomatik der
Tiere. Damit wurde deutlich gemacht, welchen Einfluss eine immunsupprimierende Behand-
lung auf den Therapieerfolg mit TSO haben kann.

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen, dass die TSO-Therapie mit Hilfe von Krankheitsmodellen
in der Zukunft besser untersucht werden sollte. Dabei spielt die Identifikation einzelner T. suis
ES Komponenten, die fiir die Immunmodulation verantwortlich sind, eine wichtige Rolle, um
den Wirkmechanismus der T'SO-Therapie zu analysieren. Auflerdem bietet die kontrollierte
Applikation einzelner Molekiile den Vorteil einer gezielten Analyse der Immunregulation und
Nebenwirkungen einer Lebendinfektion kénnen verhindert werden.

Ein wichtiger Schritt hin zu einem besseren Versténdnis dieser Immunregulation durch 7. suis
war die Entschliisselung des Genoms und Transkriptoms von T. suis. Die erste Transkripto-
manalyse wurde 2011 verdffentlicht und es wurde eine Vielzahl an sekretierten Proteinen
adulter T. suis Wiirmer identifiziert, die potentiell als immunregulatorisch angesehen wurden
[Cantacessi et al., 2011]. Im Jahr 2014 wurde dann die Datengrundlage zur genetischen Aus-
stattung von T. suis und deren Expression erweitert [Jex et al., 2014]. Dabei wurde deutlich,
dass es zwischen einzelnen 7. suis Larvenstadien grofere Unterschiede in der Genexpression
gab, als zwischen weiblichen und ménnlichen Wiirmern. Damit scheint es fiir T. suis wichtig
zu sein, zu jedem Larvenstadium spezifische Molekiile herzustellen, die fiir ein Uberleben im

Wirt notwendig sind.

Zusammengefasst wird der Schweinepeitschenwurm 7. suis mit seinem einfachen Infektions-
weg und der geringen Pathologie im Fehlwirt Mensch als ein immunregulierender Helminth
eingesetzt, um in klinische Studien chronische Entziindungen und Autoimmunerkrankungen
zu behandeln. Obwohl diese Studien unterschiedliche Ergebnisse zum Einsatz von TSO lie-

fern, steckt in diesem Therapieansatz ein grofses Potential. Mit Hilfe der Transkriptomdaten
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von T. suis wurde eine Grundlage geschaffen, immunmodulatorische Molekiile von T. suis zu
identifizieren und genauer zu charakterisieren. Um die Immunmodulation von 7. suis auf-
zukléren, sollte in klinisch relevante Erkrankungen die Medikation mit TSO bzw. den ES
Molekiilen von T. suis mit in vivo Krankheitsmodellen untersucht werden. Dies er6ffnet zu-
kiinftig die Moglichkeit der Nutzung gezielter Therapieformen, die eine Lebendinfektion mit

Helminthen unnotig machen.

1.3. Ziele der Arbeit

T. suis ist einer der am héufigsten eingesetzten Helminthen in klinischen Studien zur Be-
handlung von Autoimmunerkrankungen wie Morbus Crohn oder Multipler Sklerose. Dabei
konnte gezeigt werden, dass die Gabe von T. suis Eiern (TSO) eine sichere und gut vertriag-
liche Therapieform ist, die in einzelnen Studien deutliche Verbesserungen fiir die Patienten
zeigte. Klinische Studien sind gekennzeichnet durch Variabilidten und die Grundlagen der Hel-
minthentherapie ist noch nicht ausreichend untersucht. Deshalb war der Einsatz von T. suis
und dessen sekretierten Proteinen in in vivo Krankheitsmodellen fiir Asthma oder Multiple
Sklerose ein wichtiger Schritt fiir die grundlegende Erforschung der TSO-Therapie. In diesen
Modellen wurde deutlich, dass die krankheitsbezogenen Immunantworten reguliert werden
kénnen und ein grofses Potential in diesem Therapieansatz liegt. Bisher jedoch sind die ein-
zelnen Komponenten, die fiir die Immunmodulation durch 7. suis verantwortlich sind, nicht
bekannt oder unzureichend charakterisiert.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb sekretierte Proteine von T. suis L1 Larven zu identifizieren
und deren immunmodulatorische Eigenschaften zu analysieren. Dazu sollte eine Auswahl iden-
tifizierter Molekiile mit Hilfe eines eukaryotischen Expressionssystem rekombinant hergestellt
werden. Auflerdem sollten die Proteine und deren mogliche Immunregulation mit Hilfe von in
vitro Zellkulturexperimenten und dem in vivo Model der allergischen Atemwegserkrankung
charakterisiert werden.

Mit der Charakterisierung einzelner immunmodulatorischer Proteine von T. suis L1 Larven
sollte die Immunregulation durch Helminthen besser verstanden werden und das langfristige
Ziel, zukiinftige Therapien auf Basis einzelner immunmodulatorischer Molekiile durchzufiih-

ren, unterstiitzt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Tiermodelle

2.1.1. Verwendete Mausstamme

Die Isolation von Knochenmarkzellen, die Generierung von proteinspezifischen Antiseren und
die Durchfiithrung der in vivo Versuche zur allergischen Atemwegshyperreaktivitdt wurden mit
weiblichen BALB/cJRj Méusen von Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) durchge-
fiihrt. Fiir die OVA-spezifischen Proliferationsversuche wurden weibliche DO11.10 M&use mit
einem BALB/c Hintergrund verwendet, die tiber das Deutsche-Rheuma-Forschungszentrum
(DRFZ) erworben wurden.

Alle Tiere wurden unter specific pathogen free (SPF)-Konditionen gehalten und die Versuche
nach den Richtlinien des Tierschutzgesetzes und der Genehmigung durch das Landesamt fiir
Gesundheit und Soziales (LAGeSo) mit folgenden Versuchsnummern durchgefiihrt: T0097/16,
G0144/10, G0068/16, H0096/13.

2.1.2. Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung

Ein Krankheitsmodell fiir Asthma in Mausen ist die OVA-induzierte, allergische Atemwegser-
krankung (allergic airway hyperreactivity - AHR) | Tierversuchsnummer: G0144/10, GO068/16].
Fiir dieses Mausmodell wurde 8 Wochen alten BALB/c Mausen zwei Mal (Tag 0 und 14)
eine Emulsion aus 20 pug Ovalbumin (OVA) und 2mg Alum intraperitoneal appliziert (siehe
Abb.2.1). Tieren der negativen Kontrollgruppe wurde stattdessen 0,9 % NaCl in gleicher Men-

ge intraperitoneal appliziert.

Behandlung mit Messung der

TsES Protein Lungenfunktion

LA A / \ o

11 FT T

Tag: 0 7 14 28 29 30 32

Sensibilisierung Challenge Finale

(OVA) (OVA) Analyse

Abb. 2.1.: Induktionschema des Mausmodells der allergischen Atemwegserkran-
kung.

Dargestellt ist das Versuchsprotokoll zur Induktion der allergischen Atemwegserkrankung in
der Maus mit praventiver Behandlung durch die TSES Proteine. Wahrend der Sensibilisie-
rungsphase wurden OVA (20 ug, 2mg Alum) und die TSES Proteine (20 pug) intraperitoneal
(i.p.) appliziert und 2 Wochen spéiter erfolgte die intranasale Challenge mit OVA (50 ug).
Einen Tag nach der Messung der Lungenfunktion fanden die abschlieftenden Analysen statt.
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Die Behandlung mit TSES Proteinen (20 pg, i.p.) erfolgte an den Tagen 0, 7 und 14 wihrend
der OVA-Sensibilisierung. Die Tiere wurden unter Narkose intranasal mit insgesamt 50 pg
OVA (25ul pro Tier) an Tag 28 und 29 provoziert. Einen Tag nach der letzten Challenge
wurde die Lungenfunktion im Zweikammer-Plethysmographen ermittelt. Die Sektion geschah

an Tag 31 und folgende Analysen wurden durchgefiihrt:

e Blutentnahme zur Gewinnung von Serum (Bestimmung Antikorperlevel)

e Lungenspiilung zur Analyse infiltrierter Zellen (Zytospin/FACS) und Zytokine (Multi-

plex)
e Entnahme der peribronchialen Lymphknoten und Milz zur Zellanalyse (FACS)
e Kryokonservierung eines Lungenstiicks fiir mRNA-Analysen (RT-PCR)

e Konservierung von Lungenstiicken fiir histologische Analysen (Formalin/ Kryokonser-

vierung)

Messung der Lungenfunktion im Zweikammer-Plethysmograph

Die Messungen wurden in der Einrichtung Pathophysiologie-Plattform von Arnd Heuser am
Max-Delbriick-Centrum Berlin in Zusammenarbeit mit Stefanie Schelenz durchgefiihrt. Mit
Hilfe eines Zweikammer-Plethysmographen wurden Parameter (Tab. 2.2) der basalen Lun-
genfunktion und der Lungenfunktion bei steigender Konzentration von Methacholin, einer
zur Bronchokonstriktion fithrenden Chemikalie, bestimmt. Die Tiere wurden ohne Narkose in
einem Restrainer (Fixiereinheit fiir Mduse) fixiert und das in Tabelle 2.2 aufgefiihrte Protokoll
wurde durchgefiihrt.

Jede Sekunde wurden Messwerte generiert, von denen im Abstand von 5s ein Mittelwert ge-
speichert wurde. Mit Hilfe der iox2 Software (iox v2.8.0.13, EMKA Technologies) wurden die
Daten analysiert. Daten mit einer “success rate < 50 % und einer “beat number* < 10 wurden
von der Analyse ausgeschlossen, bevor die gespeicherten Daten pro Tier und Methacholin-

Dosis nochmals gemittelt wurden.
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Tab. 2.1.: Gemessene Parameter im Zweikammer-Plethysmographen.

Parameter Beschreibung

dT Time delay Zeitverzogerung zwischen Signalen der thorakalen
und nasalen Stromungen.

EEP  End-expiratory pause Pause nach dem Ausatmen.

EF50 Mid-expiratory flow Stromungsrate, wenn das Volumen zur Hélfte ausge-
atmet wurde.

EIP  End-inspiratory pause Pause nach dem Einatmen.

EV Expired volume Integral der expiratorischen (positiven) Zeit.

f Breathing frequency Atemfrequenz, berechnet iiber PEF zu PEF oder
iiber Ti+Te.

MV  Minute volume Gesamtvolumen der Atmung in einer Minute, be-
rechnet iiber: TV x f.
n Number of beats Anzahl an Ausschligen je gemitteltem Zeitabschnitt.
Pau  Pause Indikator der Bronchokonstriktion, berechnet iiber:
(Te/ RT - 1).
PEF  Peak expiratory flow Das positive Maximum der Strémung wéhrend einer
Atmung.

Penh Enhanced pause Einheitsloses Maf, berechnet tber: (Te/RT — 1) x
(PEF/PIF).

PIF  Peak inspiratory flow Das negative Maximum der Stromung wéhrend einer
Atmung.

RT Relaxation time Zeit zum Ausatmen eines definierten Anteils des Ti-
denvolumen.

Sgaw  Specific airway conductance Reziprok zu Sraw.

Sr Success rate Verhéltnis von validen Ausschlégen zu gemessenen
Ausschligen je gemitteltem Zeitabschnitt.

Sraw  Specific airway resistance Atemwiderstand multipliziert mit dem thorakalen
Volumen.

Te Expiratory time Zeitabschnitt zwischen Beginn der Ausatmung und
Beginn der nachsten Einatmung.

Ti Inspiratory time Zeitabschnitt zwischen Beginn und Ende der Einat-
mung.

TV Tidal volume Integral der inspiratorischen (negativen) Zeit.

21



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Tab. 2.2.: Protokoll der Messung im Zweikammer-Plethysmographen.

Zeit  Protokollphase

5min Adaptation der Tiere an den Restrainer
4min Messung der Basiswerte

1min Vernebelung von PBS

4min Messung

Imin Vernebelung von 6,25 ul/ml Methacholin
4min Messung

Imin Vernebelung von 12,5 ul/ml Methacholin
4min Messung

Imin Vernebelung von 25 ul/ml Methacholin
4min Messung

Imin Vernebelung von 50 ul/ml Methacholin
4min Messung

Lungenspiilung (Bronchoalveolar lavage-BAL)

Zur Durchfithrung einer Lungenspiilung wurden Mause betaubt (Ketamin [2mg/30 g Korper-
gewicht] /Rompun|0,4 mg/30 ¢g]) und durch zervikale Dislokation getotet. Durch die Luftrohre
wurde ein Katheter in die Lunge eingefiihrt, die anschliefiend insgesamt fiinfmal gespiilt wur-
de. Die erste Spiilung erfolgte mit 0,8 ml kalter PBS-Protease-Inhibitor-Lésung und diente der
Analyse von Zytokinen. Die nachfolgenden vier Spiilungen wurden mit kaltem PBS durchge-
fithrt, vereinigt und fiir Zellzéhlungen verwendet. Die Proben wurden gewogen, zentrifugiert
(300x g, 10min, 4°C) und die Zellpellets pro Tier in 500 ul PBS vereinigt. Der Zelliiberstand
der ersten Spiilung wurde fiir die Zytokinanalyse bei -20 °C gelagert. Die Zellzahl wurde mit
Hilfe einer Neubauer-Zellzéhlkammer bestimmt. 2x 100 pl der BAL-Zelllésung wurden auf Ob-
jekttragern zentrifugiert (112xg, 10min, 22°C) und mit einem DiffQuick-Farbekit geférbt.
Abschlieffend wurde eine Differential-Zellzahlung mit 300 Zellen/Objekttrager durchgefiihrt.

Histologie der Lunge

Lungenstiicke wurden in 10 %iger Formalin-Histofix Losung konserviert und histopathologisch
von Dr. Anja Kiihl (Charité — Universitdtsmedizin Berlin, Forschungszentrum Immunwis-
senschaft RCIS) untersucht. Es wurden Gewebeschnitte hergestellt, die mit HE (Hamatoxy-
lin/Eosin), PAS/H oder anti-Relma Antikérpern gefirbt wurden.
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2.1.3. Generierung proteinspezifischer Antikérper in der Maus

Fiir die Generierung von proteinspezifischen Antikérpern [Tierversuchsnummer: H0096 /13|
wurden 8 Wochen alten BALB/c Méusen in einem Abstand von sieben Tagen dreimal ei-
ne Emulsion aus 20 pg TsES1 und 2mg Alum intraperitoneal appliziert. Nach insgesamt 4
Wochen wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getétet und das Blut gewonnen. Nach
Koagulation des Blutes (ca. 20 min) wurde das Blut zentrifugiert (5 min, 3000x g, 22°C), das
Serum abgenommen und in Aliquots von 500 pl bei -20 °C eingefroren.

Mit Hilfe des “MapTrapTM Kit“, das mit einer “HiTrap Protein G HP“-Sdule ausgestattet
war, wurden nach Angaben des Herstellers IgG Antikorper aus 2ml Serum gewonnen. Die
antikorperhaltigen Elutionsfraktionen wurden gepoolt und gegen PBS dialysiert. Das TsES1-

Antiserum und die TSES1-IgG Antikérper wurden fiir Western Blot Analysen verwendet.

2.1.4. Statistische Analysen

Die Experimente wurden mit den jeweils angegeben Gruppengrofsen und Wiederholungen
durchgefiihrt. Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe der GraphPad Prism Software
(v7) durchgefiihrt, wobei der Kruskal-Wallis Test (Dunn’s multiple comparisons test), Mann-
Whitney Test oder t-Test zur Datenanalyse verwendet wurde. Statistische Signifikanz wurde

durch * p<0,05; ** p<0,01 gekennzeichnet.

2.2. Immunologische Methoden

2.2.1. Enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA
Gesamt- und antigenspezifische Antikérperlevel im Serum

Die Konzentration von Maus-IgG, IgG1,und IgE im Serum wurde wie nachfolgend beschrieben
ermittelt. Dazu wurden Antikorper gegen die verschiedenen Maus-Antikorperklassen im je-
weiligen Coating-Puffer verdiinnt (Tab. 2.3). Eine 96-Well Platte wurde pro Well mit 50 ul der
jeweiligen Antikorperlosung beschichtet und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Platte wurde
dreimal gewaschen und anschliefiend fiir eine Stunde mit 200 ul/ Well Blockpuffer (PBS, 3%
BSA) bei Raumtemperatur inkubiert. Je nach Antikorperklasse wurde das Serum in Blockpuf-
fer verdiinnt und nach der Blockierungsphase fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf der
Platte inkubiert. Gleichzeitig wurde eine Standardreihe mit definierten Immunglobulinkon-
zentrationen zu den untersuchten Antikorperklassen angelegt. Es folgten drei Waschschritte
und anschlieflend wurden die jeweiligen Detektionsantikérper in Blockpuffer verdiinnt. HRP-

oder AP-konjugierte Detektionsantikérper wurden fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf
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der Platte inkubiert. Die Substratlosung fiir das jeweilige Enzym wurde auf die Platte gegeben
(Tab. 2.4). Nach 20-30 min wurde die Reaktion mit der jeweiligen Stopplosung beendet und
die Absorption bei 450/570 nm gemessen.

Fiir die Bestimmung von Ovalbumin (OVA)-spezifischen Antikérpern wurde die Platte mit
OVA (25 pg/ml in PBS) beschichtet und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Im weiteren Verlauf
wurde dem obigen Protokoll gefolgt, jedoch wurde als Standardreihe ein Serumpool von OVA-

behandelten Tieren verwendet, der in 1:2-Verdiinnungsschritten auf die Platte gegeben wurde.

Tab. 2.3.: Zusammensetzung ELISA Coating Puffer.

Name Chemikalie Endkonzentration
Phosphat-Puffer (pH 6,5) Aqua dest. -
NapHPO4 14% |w/v]|
NaHsPO4 1,4% [w/v]|
Carbonat-Puffer (pH 9,5) Aqua dest. -
NaHCOs3 0,84 % [w/v|
NapCO3 1,01 % [w/v]

Tab. 2.4.: Zusammensetzung der Susbtrat- und Stopplosungen.

Enzym Susbtratlésung Stopplésung

HRP (Igk)  3,3.5,5-Tetramethylbenzidine (TMB)-Tablette 1M Schwefelsédure
in 10 ml Phosphat-Citrat-Puffer (0,05 M)

AP p-Nitrophenyl Phosphat 10mM EDTA

(IgG, IgG1) in 10ml Carbonat-Puffer, 1 mM MgCl, in Aqua dest.

Bestimmung von Zytokinen

Die Konzentration von Zytokinen in Zellkulturiibersténden wurde mit Hilfe der “OptEIA ELI-
SA Kits“ bzw. “Ready-Set-GO! ELISA Kits* nach Herstellerangaben bestimmt. Abweichend
vom Protokoll wurden 50 ul je Probe und Standard pro Well eingesetzt. Es wurden folgende
Zytokine bestimmt: Maus IL-4, IL-6, IL-10 11-12p40, IFN~.

Fiir die Bestimmung der Zytokine und Chemokine in der Lungenspiilung wurde das “26-Plex
Mouse ProcartaPlex — Panel 14 verwendet. Es wurde nach Herstellerangaben fiir Zellkultur-
iiberstédnde gearbeitet, am MAGPIX " Luminex System gemessen und zur Auswertung die
Software “Procarta Plex Analyst 1.0 verwendet. Als Probenvolumen wurden 50 pl je Probe

und Standard pro Well eingesetzt.
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2.2.2. Durchflusszytometrie (FACS)

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kénnen verschiedene Zellpopulationen nach ihrer Grofse,
Granularitdt und Molekiilexpression identifiziert werden. Dazu werden Oberflachenmarker
und intrazelluldre Molekiile der Zellen spezifisch mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern an-
gefarbt.

Fiir die Farbung von Oberflichenmarkern wurden 3-20x 10° Zellen in 50 ul FACS-Puffer (Tab.
2.5) resuspendiert und bei 4°C fiir 20 min mit den jeweiligen Antikérpern (Tab. 2.36) inku-
biert. Anschliefsend wurden die Zellen gewaschen und in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen.
Intrazelluldre Farbungen erfolgten mit dem “FoxP3-Staining Kit“ nach Herstellerangaben.
Die Analyse der Zellen erfolgte mit dem BD FACSCanto  II und der FlowJo Software 9.8.3.
Als Kontrollen und Kompensationshilfen wurden Einzelfarbungen, Fluorescence Minus One

(FMO) Féarbungen und eine ungefirbte Probe mitgefiihrt.

Tab. 2.5.: Zusammensetzung FACS-Puffer.

Chemikalie Endkonzentration

DPBS -
EDTA 2mM
BSA 0,5% [w/v]

2.3. Methoden der Zellkultur

2.3.1. lIsolation von Zellen aus dem Knochenmark

Knochenmark fiir die Differenzierung von dendritischen Zellen wurde aus dem Wadenbein und
Schienbein der beiden Hinterldufe von weiblichen Balb /¢ Mé&usen gewonnen [Tierversuchsnum-
mer: T0097/16]. Dazu wurden den Tieren nach zervikaler Dislokation die Hinterbeine entfernt
und diese von Haut und Muskeln befreit. Die gereinigten Knochen wurden in 70 % Ethanol
desinfiziert, in PBS gewaschen und die beiden Enden der Knochen abgetrennt. Eine mit
cRPMI Medium (siche Tab. 2.6) gefiillte Spritze wurde unter Verwendung einer 27G Kanii-
le eingesetzt, um das Knochenmark aus dem Knochen in eine Petrischale zu spiilen. Durch
mehrmaliges Pipettieren mit einer Pasteurpipette wurde eine Einzelzellsuspension hergestellt,
die iiber einen 70 pm Filter von moéglichen Knochenteilen getrennt und in ein 50 ml Rohrchen
iberfithrt wurde. Nach Zentrifugation (300x g, 10 min, 4 °C) und Lyse der Erythrozyten (Tab.
2.7) wurden die Zellen mit cRPMI Medium gewaschen und die Zellzahl am CasyTM System

bestimmdt.
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Tab. 2.6.: Zusammensetzung von Zellkulturmedien.

Name Chemikalie Endkonzentration
cRPMI RPMI1640
Penicillin/ Streptomycin 100 U/ml / 100 pg/ml
L-Glutamin 2mM
FBS 10% [v/v]
wRPMI RPMI1640
Penicillin/ Streptomycin 100 U/ml / 100 pug/ml
cDMEM DMEM
Penicillin/ Streptomycin 100 U/ml / 100 pug/ml
FBS 10% [v/v]
cDMEM /F12 DMEM /F12
Penicillin/ Streptomycin 100 U/ml / 100 pg/ml
FBS 10% [v/V]

mangel-DMEM/F12 DMEM /F12
Penicillin/ Streptomycin 100 U/ml / 100 pug/ml

Tab. 2.7.: Zusammensetzung Lyse-Puffer(pH 7.5).

Chemikalie Endkonzentration

KHCO3 0,01 M
NH,4Cl 0,155 M
EDTA 0,1M

2.3.2. Generierung von murinen dendritischen Zellen aus dem Knochenmark

Eine Einzelzellsuspension aus Knochenmarkzellen wurde wie unter Abschnitt 2.3.1 hergestellt
und auf 5-6x10° Zellen/ml in cRPMI Medium (siche Tab. 2.6) eingestellt. Mehrere Petri-
schalen mit je 10ml der Zellsuspension wurden mit dem murinen Granulozyten-Monozyten-
Kolonie-stimulierenden Faktor (GM-CSF, 20ng/ml Endkonzentration) fiir insgesamt sechs
Tage inkubiert. Nach drei Tagen wurde die Zelldifferenzierung und -proliferation am Mikro-
skop iiberpriift und weitere 10 ml cRPMI Medium mit 20 ng/ml GM-CSF je Petrischale hin-
zugefiigt. Am sechsten Tag wurden die nicht-adhérenten Zellen mit Hilfe einer Pasteurpipette

in ein 50 ml Rohrchen iiberfiihrt, gewaschen und die Zellzahl am CasyTM System bestimmt.

2.3.3. Stimulation dendritischer Zellen

Fiir den Stimulationsversuch wurden 2x10° dendritische Zellen/Well in eine 96-Well Platte
verteilt und in Doppelbestimmung mit 10 pg/ml rekombinantem 7. suis ES Protein fiir 2,5h
inkubiert. Anschlieflend wurden die Zellen mit 100ng/ml LPS oder 1 uM CpG fiir 20 h sti-
muliert. Als Kontrollen dienten unbehandelte, toll like receptor (TLR)-stimulierte oder nur

mit rekombinanten 7. suis ES Proteinen behandelte dendritische Zellen. Als weitere Kontrolle
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wurde gereinigter Kulturiiberstand von untransfizierten Leishmanien-Zellen verwendet. Dieser
wurde in dem héchsten Volumen eingesetzt, das fiir das TsES Protein mit der geringsten Pro-
teinkonzentration verwendet wurde. Die Zellkulturiiberstinde wurden zur Bestimmung von
Zytokinen gesammelt (siehe Abschnitt 2.2.1) und die Expression von Oberflachenmarkern

wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert (siehe Abschnitt 2.2.2).

2.3.4. Generierung von murinen Makrophagen aus dem Knochenmark

Eine Einzelzellsuspension aus Knochenmarkzellen wurde wie unter Abschnitt 2.3.1 hergestellt
und auf 2x10° Zellen/ml in cRPMI Medium (siehe Tab. 2.6) eingestellt. Mehrere Petrischalen
mit je 10 ml der Zellsuspension wurden mit dem murinen Monozyten-Kolonie-stimulierenden
Faktor (M-CSF, 10 ng/ml Endkonzentraion) fiir insgesamt sieben Tage differenziert. Nach drei
Tagen wurde die Zelldifferenzierung und -proliferation am Mikroskop iiberpriift und weitere
10 ml cRPMI Medium mit 10 ng/ml M-CSF je Petrischale hinzugefiigt. Am siebten Tag wur-
den die adhérenten Makrophagen mit 5ml PBS gewaschen und mit 5ml PBS-EDTA (2 mM)
fiir 10 min bei 4°C inkubiert. Mit Hilfe von Zellschabern wurden die adhérenten Zellen von
den Petrischalen gelost und in ein 50 ml Réhrchen iiberfithrt. Die Zellen wurden gewaschen

und die Zellzahl am CasyTM System bestimmt.

2.3.5. Differenzierung von murinen AAMs aus dem Knochenmark

Um zu untersuchen ob das rekombinante Protein TsES1 einen Einfluss auf die Differenzierung
von murinen AAMs hat, wurde die klassische Differenzierung von Makrophagen zu A AMs iiber
IL-4 in An- oder Abwesenheit von TsES1 durchgefiihrt. Dazu wurden 6x 10° Makrophagen
in eine 12-Well Platte mit 1 ml cRPMI verteilt und konnten sich 1h absetzen. Anschliefsend
wurden 2,5/ 5/ 10 ug/ml rekombinantes TSES1 fiir 2h zu den Zellen gegeben und dann mit
oder ohne 10 ng/ml IL-4 fiir 18 h zu AAMs differenziert. Am Ende wurden die Zellen gewaschen
und die mRNA mit Hilfe des “MicroSpin Total RNA Kit, peqGOLD* nach Herstellerangaben
fiir RT-PCR Analysen isoliert.

2.3.6. Isolation von Immunzellen aus peripheren lymphatischen Organen

Fiir die Analyse der T-Zell-Proliferation wurden die Milz, die axillaren und inguinalen Lymph-
knoten von Balb/c bzw. Do.11.10 M&usen prapariert und wie nachfolgend beschrieben, weiter
behandelt. Fiir die Analyse der T-Zellpopulationen in asthmatischen M&usen wurden die Milz
und die peribronchialen Lymphknoten (peribronchial lymph node-PBLN) fiir die Isolation von

B- und T-Zellen verwendet.
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Dazu wurden die Lymphknoten und die Milz unter aseptischen Bedingungen aus Mé&usen
nach zervikaler Dislokation isoliert. Die Organe wurden iiber einen 70 um Filter mit Hilfe des
Stempels einer 3 ml-Spritze in ein 50 ml R6hrchen gedriickt. Durch regelméfiges Spiilen mit
cRPMI Medium entstand eine Einzelzellsuspension, die anschliefend zentrifugiert (300x g,
10min, 4°C) wurde. Die Zellen wurden mit cRPMI Medium gewaschen und die Zellzahl am
CasyTM System bestimmt. Bei der Milzzellsuspension wurde zusétzlich die Lyse der Erythro-

zyten durchgefiihrt.

2.3.7. Analyse der antigenabhangigen und -unabhingigen T-Zell-Proliferation

Um die T-Zell-Proliferation messen zu kénnen, wurden isolierte T-Zellen mit CFSE (Carboxy-
fluorescein-Succinimidyl Ester) angefarbt. Dieser Farbstoff lagert sich an intrazelluldre Prote-
ine an, beeinflusst dabei keine Zellfunktionen und wird bei der Zellteilung zur Hélfte an die
Tochtergeneration weitergegeben. Dadurch lassen sich die Zellteilungen am Durchflusszyto-
meter analysieren.

Fiir die antigenunabhéngigen Proliferationsversuche wurden 96-Well Platten mit 1 pg/ml anti-
CD3 und anti-CD28 in PBS iiber Nacht bei 4 °C beschichtet. Am néchsten Tag wurden die
Milz sowie die axilldren und inguinalen Lymphknoten einer naiven Balb/c Maus entfernt und
wie im Abschnitt 2.3.6 beschrieben, zu einer Einzelzellsuspension verarbeitet. Anschliefend
wurden 3-5x 107 dieser Zellen mit 5uM CFSE fiir 8 min im Dunkeln angefirbt, zweimal mit
cRPMI gewaschen und auf 2x 105 Zellen/ml eingestellt.

Die iiber Nacht beschichteten Platten wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit 4 x 10° CF-
SE gefarbten Zellen/Well befiillt. Gleichzeitig wurden 10 pg/ml je TSES Protein und 1 pg/ml
anti-CD28 zu den Wells gegeben. Jedes Well wurde auf ein Endvolumen von 250 ul mit cRPMI
Medium aufgefiillt und fiir 4 Tage bei 37°C und 5 % CO5 inkubiert. Die Zellkulturiiberstande
wurden zur Bestimmung von Zytokinen gesammelt (siehe Abschnitt 2.2.1) und die T-Zellen
mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert (siehe Abschnitt 2.2.2).

Fiir die antigenabhéngigen Proliferationsversuche wurden, wie unter Abschnitt 2.3.2 beschrie-
ben, murine DCs generiert. Anschliefend wurden 1x 105 DCs/Well in einer 96-Well Platte fiir
24h mit 10 ug/ml je TSES Protein stimuliert und am néchsten Tag mit 20 pug/ml Ovalbumin
(OVA) fiir 6h inkubiert. Die Milz und Lymphknoten einer OVA-transgenen Do.11.10 Maus
wurden,wie im Abschnitt 2.3.6 beschrieben, aufbereitet. Anschliefend wurden CD4 " T-Zellen
mit Hilfe des “CD4" T Cell Isolation Kit* nach Herstellerangaben isoliert und mit 5 uM CFSE

angefarbt.
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Abschliefend wurde die Ko-Kultur von OVA-beladenden DCs und 4x10° CFSE gefirbten
CD4" T-Zellen/Well in 250 ul ¢cRPMI fiir 5 Tage bei 37°C und 5% COs inkubiert. Die
Zellkulturiiberstdnde wurden zur Bestimmung von Zytokinen gesammelt (siehe Abschnitt

2.2.1) und die T-Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie analysiert (siehe Abschnitt 2.2.2).

2.3.8. Analyse regulatorischer B-Zellen

Regulatorische B-Zellen sind durch die Expression des Zytokins IL-10 gekennzeichnet, das von
den B-Zellen nach Stimulation hergestellt und sekretiert wird. Daher ist vor der Analyse von
regulatorischen B-Zellen am Durchflusszytometer die Stimulation der Zellen notwendig.

Diese Methode wurde fiir die PBLN der Lunge des in vivo Modells der allergischen Atemwegs-
erkrankung eingesetzt. Dabei wurden 2,5x 105 Milzzellen bzw. 2x 10 PBLN Zellen in jeweils
500 ul cRPMI Medium in eine 24-Well Platte gegeben. Die Zellen wurden mit 50 ng/ml PMA,
500 ng/ml Ionomycin und 10 pug/ml LPS fiir 5h bei 37°C und 5% COgq stimuliert. Es wurde
eine unstimulierte Kontrolle je Gruppe mitgefiihrt. Nach den ersten 30 min wurden 2 uM Mo-
nensin zu jedem Ansatz gegeben, um die Sekretion der hergestellten Proteine zu verhindern.
Am Ende der Stimulation wurden die Zellen gewaschen und mit Hilfe der Durchflusszytome-

trie analysiert (siehe Abschnitt 2.2.2).

2.3.9. Analyse der durch Serummangel induzierten Apoptose

Es sollte untersucht werden, ob durch die Inkubation mit dem rekombinanten 7. suis Protein
TsES1 die mangelinduzierte Apoptose in humanen Epithelzellen reduziert werden kann. Dazu
wurde die humane Epithelzelllinie A549 verwendet (freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Dr. Karsten Tedin, Institut fiir Mikrobiologie und Tierseuchen, Fachbereich Veterindrme-
dizin, Freie Universitat Berlin).

Die adhérenten A549-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit cDMEM/F12 Medium (siche
Tab. 2.6) bei 37°C und 5% CO4 bis zur Konfluenz kultiviert. Zum Ablosen der Zellen wurde
das Medium abgenommen, die Zellen zweimal mit angewdrmtem PBS gewaschen und an-
schliefend mit 2ml Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02% in PBS) fiir 3min bei 37°C inkubiert.
Die Zellen wurden in ein 50 ml Falcontube tiberfiihrt, zentrifugiert (300x g, 10 min, 4 °C) und
gewaschen sowie die Zellzahl am CasyTM System bestimmt. Fiir den Apoptoseversuch wurden
4x10° Zellen in 1ml Medium ohne FBS (mangel-DMEM/F12, Tab. 2.6) in eine 12-Well-
Platte verteilt, wohingegen als Kontrolle cDMEM /F12 verwendet wurde. Nachdem die Zellen
sich fiir 1 h abgesetzt hatten, wurden sie mit 5, 10 oder 20 nug/ml TSES1 fir 3 Tage bei 37°C

inkubiert.
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Die Zellen wurden gewaschen und wie zuvor beschrieben mit Trypsin/EDTA abgelost. Die
Analyse der Apoptose erfolgte mit Hilfe des “Annexin V Apoptosis Detection Kit FITC* un-
ter Verwendung des Protokolls “Annexin V Staining* mit anschliefflender Detektion der Zellen

am Durchflusszytometer.

2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. Extraktion von total RNA aus Lungengewebe

Um die Genexpression bestimmter Zytokine, Chemokine und Proteine der Lunge analysieren
zu konnen, wurde RNA aus dem Lungengewebe der Maus isoliert. Dazu wurden Lungenstiicke
mit Hilfe von Fliissigstickstoff eingefroren und bei -80°C bis zur Isolation gelagert.

Die total RNA wurde mit dem “innuPREP RNA Mini Kit“ nach Protokoll 1-Angaben ex-
trahiert. Dazu wurden die aufgetauten Lungenstiicke der Maus gewogen und maximal 20 mg
fiir eine RNA-Extraktion verwendet. Das Lungengewebe wurde mit 500 ul RL-Lysepuffer in
“iInnuSPEED Lysis Tubes* mit Hilfe eines Homogenisators aufgeschlossen (40s bei 6 M/s)
und dem Isolationsprotokoll folgend weiter behandelt. Die RNA-Konzentration wurde am

NanoDrop bestimmt und die RNA wurde bei -80°C gelagert.

2.4.2. Genspezifische Real-Time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Um die genspezifische RT-PCR durchfiihren zu kénnen, wurde aus mRNA der total Lungen-
RNA mit dem “High-Capacity RNA-to-cDNA™™ Kit* ¢DNA hergestellt. Bis zu 2 ug RNA
wurden pro Reaktionsmix eingesetzt und mit dem Enzym-/Puffer-Mix des Kits gemischt. Der
Reaktionsmix mit einem Gesamtvolumen von 20 pl wurde bei 37 °C fiir 60 min inkubiert und
anschlieffend bei 95 °C fiir 5 min inaktiviert. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C.

Die RT-PCR wurde mit Hilfe des “LightCycler® 480 SYBR Green I Master-Kits* nach Her-
stellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden pro Reaktion 5 uM je Primer und 10 ng cDNA mit
PCR-Wasser und dem Master-Mix gemischt. In einem Gesamtvolumen von 20 pl erfolgte die
RT-PCR am LightCycler® 480 mit den in Tabelle 2.33 aufgelisteten Primern. Es wurden Dop-
pelbestimmungen je Primerpaar durchgefiihrt und das in Tabelle 2.8 aufgefithrte Programm
verwendet.

Fiir die Analyse wurde die “LightCycler® 480 Relative Quantification Software verwendet.
Als Referenzgen wurde das Gen der Peptidylprolyl-Isomerase A- PPIA verwendet und auf je-
der 96-Well Platte fiir jede Probe mitgefiihrt. Die Berechnung der relativen Expression erfolgte

mit dem Effizienz-korrigierten relativen Quantifizierungsmodell [Pfaffl, 2001].
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Tab. 2.8.: RT-PCR-Programm.

Programmpunkt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95°C 10 min
40-50 Zyklen
Denaturierung 95°C 15s
Annealing 60°C 30s
Elongation 72°C 20°C
Finale Schmelzkurvenanalyse von 60°C auf 95°C -
Abkiihlung 40°C 00

2.4.3. Gewinnung und Kultivierung von Trichuris suis Larven

Fiir die Identifizierung von sekretierten Trichuris suis (T. suis) L1 Proteinen wurden die Lar-
ven von T. suis Eiern wie nachfolgend beschrieben in vitro zum Schliipfen gebracht. Die T.
suis Eier wurden bereitgestellt von OVAMED (Ovamed GmbH, Barsbiittel, Deutschland) und
pro Ansatz wurden 250 000 7. suis Eier verwendet. Die Losung mit den T. suis Eiern wurde
in einem 50 ml Réhrchen zentrifugiert (300x g, 10 min, 22°C) und der Uberstand wurde bis
auf 8 ml abgenommen. Diese Eiersuspension wurde mit einer Natriumhypochlorid-Loésung bis
zu einer Endkonzentration von 3 % aufgefiillt und fiir 45 min bei 37°C / 5% CO2 unter re-
gelméfigem Schwenken inkubiert. Anschliefsend wurde die Eiersuspension mit Wurmmedium
(Tab. 2.9) bis auf 45ml aufgefiillt und zentrifugiert (300x g, 10min, 22°C). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet weitere dreimal in 45 ml Wurmmedium gewaschen.

Die Eier wurden mit Hilfe einer McMaster Zahlkammer gezdhlt und 40 000-50 000 Eier pro
Well in einer 24-Well Platte mit 1 ml Wurmmedium kultiviert. Alle zwei Tage wurde die An-
zahl geschliipfter Larven kontrolliert und das Medium abgenommen, gepoolt und durch einen
0,2 um Sterilfilter gereinigt. Dieser 7. suis L1 Kulturiiberstand wurde iiber einen Zeitraum

von 14 Tagen gesammelt und bei -20 °C eingefroren.

Tab. 2.9.: Trichuris suis Wurmmedium.

Chemikalie Endkonzentration
RPMI 1640 -

L-Glutamin  2mM

Pen/Strep 100 U/ml / 100 pg/ml
Glucose 1% |v/v]
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2.4.4. Proteinfillung zur Analyse per Massenspektrometrie

Der gesammelte Kulturiiberstand der T. suis L1 Larven sollte auf die darin enthaltenen
sekretierten Proteine untersucht werden. Dazu wurden die Proteine des gesammelten Kultu-
riiberstandes mit Trichloressigsdure (16,6 % Endkonzentration) tiber Nacht bei -20 °C geféllt.
Die ausgefallenen Proteine wurden pelletiert (20200x g, 30 min, 4°C) und das Proteinpellet
zweimal mit 1ml 100 % Ethanol gewaschen. Das getrocknete Proteinpellet wurde von der
Arbeitsgruppe Bioanalytik, Massenspektrometrie (Dr. Katharina Janek, Biochemie, Charité,
Berlin) mit Hilfe der Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie/ Massenspektrometrie

(LC-MS/MS) untersucht.

2.4.5. Extraktion von total RNA aus Trichuris suis Wiirmern und Larven

= —
T. suis >, Plasmid LEXSY-
\ / -»pGEM-T easy > Kultur
RNA-
Isolation
mRNA T —— Nukleotid * Plasmidverdau
ukleotidseq.
cDNA- q Sekretion His6-Tag
Synthese I fusionierter Proteine
* Ligation & *
cDNA —/—}—/}/}— E coli Transformation
y PCR XABue == HisTrap
—_— * Plasmid- Excel
ECR' ¢ ——— Isolation
ragment — =———— Plasmid
Ligation pLEXSYsat2 Proteinreinigung
E(l_“?g\n/ll-ql' casy * Plasmidverdau *
Expressions- Gereinigtes =
kassette v — s Protein
* Transformation * Transfektion (Elutionspuffer) .
™~= (Elektroporation) * Dialyse
E. coli —_—
JM109 — L. tarentolae \ Gereinigtes
| Plasmid- | Protein (PBS)
Isolation Kultivierung

Abb. 2.2.: Schema der Klonierung und Proteinexpression mit dem Leishmanien
Expressionsystem

Schematischer Ablauf der Klonierung und Proteinexpression mit dem Leishmanien Expressi-
onsystem (LEXSY) beginnend mit der RNA-Isolation aus T. suis Wiirmern (Abschnitt 2.4.5),
cDNA-Synthese (Abschnitt 2.4.6), genspezifischer PCR (Abschnitt 2.4.7), Ligation und Trans-
formation in E. coli JM109 (Abschnitt 2.4.9), Restriktionsenzymverdau (Abschnitt 2.4.13),
Ligation und Transformation in F. coli XL-1Blue (Abschnitt 2.4.14), Gewinnung der Expres-
sionskassette (Abschnitt 2.4.15), Transfektion von L. tarentolae (Abschnitt 2.4.17) bis zur
Reinigung rekombinanter Proteine (Abschnitt 2.5).
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Um ausgewéhlte, sekretierte Proteine der T. suis L1 Larven rekombinant herstellen zu kénnen,
wurde als Ausgangsmaterial fiir die Klonierung RNA aus T. suis Wiirmer bzw. 1.4 Larven ge-
wonnen (Abb. 2.2). Die total RNA wurde mit dem “innuPREP RNA Mini Kit* nach Protokoll
1-Angaben extrahiert. Dazu wurden adulte 7. suis Wiirmer bzw. L4 Larven in Fliissigstick-
stoff gefroren und mit Hilfe eines Pistill grob zerkleinert. Die Probe wurde mit 500 ul RL-
Lysepuffer in innuSPEED Lysis Tubes mit Hilfe eines Homogenisators aufgeschlossen (40s
bei 6 M/s) und dem Isolationsprotokoll folgend weiter behandelt. Die RNA Konzentration

wurde am NanoDrop bestimmt und die RNA-Proben wurden bei -80 °C gelagert.

2.4.6. cDNA-Synthese aus mRNA von Trichuris suis

Im néchsten Schritt wurde cDNA aus mRNA der isolierten total RNA von T. suis Wiirmern
synthetisiert. Dazu wurde die cDNA-Synthese mit dem “Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit“ und dem PCR-Cycler “Mastercycler® Nexus* durchgefiihrt. Der Primermix
(Tab. 2.10) wurde bei 65°C fiir 10 min inkubiert und anschliefend auf Eis abgekiihlt. Der
anschliefend hergestellte Reaktionsmix (Tab. 2.10) wurde bei 55 °C fiir 30 min inkubiert und
danach bei 85°C fiir 5 min inaktiviert. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C.

Tab. 2.10.: Reaktionslosungen zur cDNA Herstellung.

Name Substanz Menge

Primermix RNA lug
Oligo(dT)-Primer 1l
PCR Wasser ad. 13 ul

Reaktionsmix Primermix 13 pl
Reverse Transkriptase (RTase) 1l
RTase-Puffer 13l
Ribonuklease (RNase) Inhibitor 4 ul
dNTP-Losung 0,5 ul

2.4.7. Genspezifische Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um ausgewihlte T. suis ES Proteine klonieren zu kénnen, wurde deren spezifische Nukleo-
tidsequenz amplifiziert (Sek. B). Dazu wurden genspezifische Primer (Tab. 2.33) verwendet,
die die jeweilige Nukleotidsequenz der Signalpeptide ausschlossen.

Im PCR-Cycler “Mastercycler® Nexus® wurde der Reaktionsmix (Tab. 2.11) dem PCR-
Programm (Tab. 2.12) folgend behandelt.
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Tab. 2.11.: Reaktionslésung der genspezifischen PCR.

Name Substanz Menge

Reaktionsmix MgCly 2ul
dANTP-Mix 2ul
10xPuffer 5ul

Forward-Primer 1 ul
Reverse-Primer 1 ul
Taqg-Polymerase 0,5 ul
cDNA 3,5ul
PCR-~Wasser 35 ul

Tab. 2.12.: PCR-Programm.
Genspezifische Temperaturen und Zeiten sind in Tabelle 2.13 aufgefiihrt.

Programmpunkt Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 95°C 5 min
35 Zyklen
Denaturierung 95°C 30-60s
Annealing genspezifisch 30s
Elongation 72°C genspezifisch
Finale Elongation 72°C 10 min
Abkiihlung 4°C 00

Tab. 2.13.: Genspezifische PCR-Bedingungen.
Sequenzgrofe (ohne Primer), Annealing-Temperatur (Ta) und Elongationsdauer (tg) der je-
weiligen TSES Proteine sind aufgefiihrt.

Name Sequenz (bp) Ta (°C) tg (min)

TsES1 1464 o8 1,5
TsES4 345 55 0,3
TsES5 1032 52 1,0
TsES6 996 52 1,0
TsES8 372 55 0,5
TsES9 804 50 1,0
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2.4.8. DNA-Extraktion aus einem Agarose-Gel

Um mit den hergestellten PCR-Produkten die Klonierung fortzufiihren, wurden sie iiber ein
Agarosegel gereinigt und anschlieftend extrahiert. Dazu wurden die jeweiligen PCR-Produkte
parallel zu einem 2-Log DNA Marker in einem 1 %igen TAE Agarosegel (Tab. 2.14) der Grofe
nach bei 120 V aufgetrennt. Das 1 %ige TAE Agarosegel enthielt den DNA-bindenden Farbstoff
Midori Green Advance, welches das PCR-Produkt im Geldokumentationssystem unter UV-
Licht sichtbar macht. Das PCR-Produkt der jeweiligen Grofe wurde ausgeschnitten und unter
Verwendung des “innuPREP Gel Extraction Kit“ isoliert. Die DNA-Konzentration wurde am

NanoDrop bestimmt.

Tab. 2.14.: Zusammensetzung eines 1 %igen TAE Agarosegels.

Chemikalie Endkonzentration
Aqua dest. -

Tris 0,4M

EDTA (0,5M, pH8) 2% [v/v]

Eisessig 1,14 % [v/v|
Agarose 1% [w/v]

2.4.9. Ligation von PCR-Produkt und Plasmid mit anschlieBender

Transformation

Das “pGEM®-T Easy Vector System I* wurde verwendet, um nach Herstellerprotokoll das
spezifische PCR-Produkt mit dem pGEM®-T Easy Vector zu ligieren. Anschliefend wurde
das Plasmid in kompetente Escherichia coli (E. coli) JM109 Zellen iiber einen Hitzeschock
(42°C fur 50s) im Thermomixer transformiert. 100 ul der Transformationskultur wurden auf
einer LB/AMP /IPTG/X-Gal Platte ausplattiert und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Da das
verwendete Plasmid einen Resistenzmarker gegen Ampicillin enthielt, der nur bei erfolgreicher
Ligation exprimiert wurde, konnten nur plasmidhaltige E. coli JM109 Zellen auf den Platten

wachsen.

Tab. 2.15.: Nahrmedien zur Kultivierung von FEscherichia coli JM109 und XL-1 Blue.

Bezeichnung Zusammensetzung

LB-Agar 1L LB-Medium
1,2% [w/v]| Agar Kobe I

LB-Medium! 1% [w/V] Trypton
0,5% [w/v] Hefeextrakt
42,78 mM NaCl
ad. 1L Aqua dest.
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Bezeichnung Zusammensetzung
SOC-Medium? 475 ml Aqua dest.
10g Trypton
25g Hefeextrakt
0,25¢g NaCl
5ml KCI (250 mM)
10 ml Glukose (1 M)
2,5 ml MgClo+H2O (2mM)

L Agar Kobe I und LB-Medium bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert. Anschliefend sterile Antibiotika hinzu-
gefiigt.

2 Trypton, Hefeextrakt, NaCl und KCl in Aqua dest. gelost, pH 7.0 eingestellt und bei 121 °C fiir 20 min
autoklaviert. Anschliefiend sterile Glukose und steriles MgCls hinzugefiigt.

2.4.10. Kolonie-PCR von Escherichia coli Zellen

Die Transformation der E. coli JM109 Zellen mit dem jeweiligen Vektor wurde mit Hilfe ei-
ner sogenannten Kolonie-PCR {iberpriift. Zellmaterial einer Einzelkolonie wurde mit einem
PCR-Reaktionsmix vermischt. Wie im Abschnitt 2.4.7 beschrieben, wurde das spezifische
PCR-Produkt amplifiziert, im 1 %igen TAE Agarosegel aufgetrennt und im Geldokumentati-

onssystem unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.4.11. Plasmidisolation aus einer Escherichia coli Fliissigkultur

In einem néchsten Schritt wurden verifizierte E. coli Einzelkolonien in einer 5-10ml LB-
Medium Fliissigkultur mit den jeweiligen Antibiotika iiber Nacht vermehrt. Die Plasmide
wurden mit Hilfe des “innuPREP Plasmid Mini Kit* geméfs Herstellerangaben isoliert und die
Plasmid-Konzentration am NanoDrop bestimmt. Es wurden 2 pg fiir die Sequenzierung und

2-4 pg fiir einen Restriktionsenzymverdau bendtigt.

2.4.12. Sequenzierung von Plasmiden

Um zu tiberpriifen, ob die Nukleotidsequenz der Gene in den Plasmiden mit den gewiinschten
Nukleotidsequenzen iibereinstimmen, wurden die Plasmide sequenziert. Die Sequenzierung
der spezifischen Nukleotidsequenz der gereinigten pGEM®-T Easy Plasmide erfolgte durch
die Firma LGC Genomics (Berlin, Deutschland) mit Hilfe der Primer T7prom und SP6-20.
Bei Verifizierung der Nukleotidsequenz des sequenzierten Plasmids wurden von dem entspre-
chenden E. coli JM109 Klon Glycerolstocks (Endkonzentration 8% Glycerin) eingefroren.
Aufserdem wurden die Plasmide des E. coli JM109 Klons aus einer Fliissigkultur fiir den

Restriktionsenzymverdau isoliert.
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2.4.13. Spezifischer Restriktionsenzymverdau von Plasmiden

Der Verdau der pGEM®-T Easy und der pLEXSYsat2 Plasmide wurde mit spezifischen Re-
striktionsenzymen durchgefiihrt. 2 ug des jeweiligen Plasmids wurden in einem Gesamtvolu-
men von 50 ul mit je 2 ul der Restriktionsenzyme KpnI—HFTM und Sall-HF™ bei 37°C fiir
30min inkubiert. Abweichend davon wurde fiir das Protein TSES1 anstelle von KpnI—HFTM
das Restriktionsenzym Xhol verwendet. Der Ansatz wurde in einem 1 %igen TAE Agarosegel
getrennt. Wie im Abschnitt 2.4.8 beschrieben, wurde das spezifische Insert mit der Gensequenz

bzw. das geschnittene Plasmid pLEXSYsat2 aus dem Gel isoliert.

2.4.14. Ligation der spezifischen Gensequenz mit dem Plasmid pLEXSY-sat2

und Transformation

50 ng des geschnittenen pLEXSY-sat2 Plasmids wurden in einem Gesamtvolumen von 10 ul
mit dem Insert in einem Insert-Plasmid-Verhéltnis von 3:1 fiir 1 h bei Raumtemperatur in An-
wesenheit der T4 DNA Ligase inkubiert. Dieser Ligationsansatz wurde mit 100 ul E. coli XL-1
Blue Zellen gemischt und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation erfolgte mit einem
Hitzeschock bei 42°C fiir 50s und einer anschliefenden Inkubation von 2min auf Eis. Die
transformierten Zellen wurden mit 900 pl sterilem SOC Medium (siehe Tab. 2.15) vermischt
und anschliefsend bei 37°C und 400rpm fiir 90 min inkubiert. 200 ul der Transformations-
kultur wurden auf LB/Ampicillin/Tetracyclin Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Da das verwendete Plasmid einen Resistenzmarker gegen Ampicillin enthielt und
die E. coli XL-1 Blue Zellen eine Tetracyclinresistenz tragen, konnten nur plasmidhaltige E.

coli Zellen auf den Platten wachsen.

2.4.15. Gewinnung einer Expressionskassette

Die entstandenen pLEXSY-sat2 Plasmide enthielten eine sogenannte Expressionskassette, die
fiir die Transfektion benétigt wird und die jeweilige Gensequenz der Proteine sowie ein Nour-
seothricin- (NTC-) Resistenzgen trégt. Deshalb wurden die Plasmide der transfizierten E. coli
XL-1 Blue Zellen isoliert (siehe 2.4.11). 4 ug der Plasmide wurden in einem Gesamtvolumen
von 50 ul mit 2 pl des Restriktionsenzyms Swal bei 25°C fiir 1 h verdaut. Der Ansatz wurde
in einem 1 %igen TAE Agarosegel getrennt, sodass die Expressionskassette wie im Abschnitt

2.4.8 beschrieben aus dem Gel isoliert werden konnte.
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2.4.16. Kultivierung von Leishmania tarentolae

Die Leishmania tarentolae (L. tarentolae) Zellen wurden dem LEXSYcon2 Expressions Kit
entnommen und nach Angaben des Herstellers kultiviert. Als Nahrmedium wurde ein Brain
Heart Infusion (BHI) Medium verwendet, welches nach Angaben des Herstellers angesetzt
wurde (siche Tab. 2.16). Die L. tarentolae Kultur wurde bei 26 °C gehalten und zweimal pro
Woche verdiinnt.

Das Medium von transfizierten L. tarentolae Kulturen wurde zusétzlich mit 0,01 % [w/v| NTC
versetzt. Damit wurde erreicht, dass nur die L. tarentolae Zellen, die eine Expressionskassette

mit Proteingen und NTC-Resistenzgen integriert haben, wachsen kénnen.

Tab. 2.16.: Nahrmedien zur Kultivierung von Leishmania tarentolae.
Bezeichnung Zusammensetzung

BHI-Medium! 1L Aqua dest.
3,7% |w/v| LEXSY BHI powder
0,5% [v/v] Pen-Strep
0,2% [v/v] Hemin

BHI-Agar? 100 ml Aqua dest.
3,7% |w/v] LEXSY BHI powder
1% [v/v] Pen-Strep
0,2% [v/v] Hemin
4% [v/v] 1 M HEPES (pH 74)
10% [v/v] iFCS
1% [w/v]| Agar Kobe I

! BHI powder in Aqua dest. gelost und bei 121 °C fiir 15min autoklaviert. Anschliefend steriles Pen-Strep
und Hemin hinzugefiigt.

2 Doppelte Menge BHI powder in Aqua dest. gelést und bei 121 °C fiir 15 min autoklaviert. Anschliefend
steriles Pen-Strep, Hemin, HEPES und iFCS hinzugefiigt. Sterile Agarlésung von 2% [w/v] auf 55°C
temperiert und mit dem BHI-Mediun 1:2 gemischt. 25 ml des BHI-Agar pro Platte verwendet, 10 min ge-
trocknet und mit einer Nitrocellulosemembran bedeckt. Angesetzte Agarplatten am selben Tag verwendet.

2.4.17. Transfektion von Leishmania tarentolae

Fiir die Transfektion von L. tarentolae Zellen wurde eine 10 ml Leishmanienkultur (ODggg:1,2-
1,4) pelletiert (2000x g, 5min, 22°C) und 5ml des Uberstandes abgenommen. Das Zellpellet
wurde im restlichen Medium suspendiert und fiir 5min auf Eis inkubiert. 1 ml dieser Kultur
wurde zentrifugiert (2000 x g, 5 min, 22 °C) und der Uberstand abgenommen. Die Transfektion
erfolgte mit dem “Amaxa "MHuman T cell Nucleofector  Kit“. Dazu wurde das Zellpellet
in 82 ul Nucleofector Solution mit 18 ul Supplement-1 suspendiert und mit 3 ug der Expres-
sionskassette vermischt. Die gesamte Losung wurde in eine sterile Elektroporationskiivette
iiberfithrt und unter Verwendung des Programms U33 des Nucleofector® II-Gerites erfolgte

die Transfektion.
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Die Elektroporationskiivette wurde fiir 5min auf Eis inkubiert und die transfizierten Zellen
wurden in 10ml BHI Medium iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde in beliifteten Kulturfla-

schen tiber Nacht bei 26 °C inkubiert.

2.4.18. Polyklonale und monoklonale Selektion transfizierter Leishmania

tarentolae Kulturen

Die transfizierte L. tarentolae Kultur wurde nach 24 h mit NTC (0,01 % [w/v]) versetzt und
deren Wachstum iiber die néchsten Tage beobachtet. Die Kultur wurde anschliefsend regel-
méafig zweimal pro Woche in NTC-haltigem BHI Medium verdiinnt.

Eine monoklonale Selektion wurde auf BHI Agar Platten (siche Tab. 2.16) durchgefiihrt. Da-
zu wurden 2ml der transfizierten Leishmanienkultur pelletiert (2000x g, 5min, 22°C), das
Zellpellet in 100 ul BHI-Medium resuspendiert und auf den BHI Agar Platten ausgestrichen
(Inkubation: 7 Tage bei 26 °C). Einzelne Kolonien wurden in eine 48-Well Platte mit 500 pl
NTC-haltigem BHI-Medium {iberfiihrt und iiber Nacht bei 26 °C inkubiert. 3-5 Kulturen der
Platte wurden in 10 ml Medium aufgenommen und anschliefend regelméafig zweimal pro Wo-

che in NTC-haltigem BHI Medium verdiinnt.

2.4.19. Herstellung von Glycerol-Stocks von Leishmania tarentolae Kulturen

Eine Leishmanienkultur wurde in NTC-haltigem BHI Medium kultiviert, bis eine Zelldichte
von 1,2-1,8 (ODgqg) erreicht wurde. 3,6 ml der Leishmanienkultur wurden mit 1,2 ml sterilem
Glycerol (80 %) suspendiert und in drei Kryorohrchen iiberfithrt. Die Glycerol-Stocks wurden
fiir 10 min bei Raumtemperatur, dann eine Stunde auf Eis und anschliefsend iiber Nacht bei

-20°C inkubiert. Die Glycerol-Kulturen wurden bei -80°C gelagert.

2.4.20. DNA-Isolierung aus Leishmania tarentolae Kulturen

Um mit Hilfe einer PCR zu iiberpriifen, ob die Leishmanienkultur die Expressionskassette mit
dem proteincodierenden Gen enthielt, wurde DNA aus den Leishmanienkulturen isoliert. Da-
zu wurde eine Leishmanienkultur in NTC-haltigem BHI Medium kultiviert, bis eine Zelldichte
von 1-2 (ODggp) erreicht wurde. Von dieser Leishmanienkultur wurde 1 ml abgenommen und
pelletiert (2000x g, 10 min, 22°C). Das Pellet wurde in 200 ul TE-Puffer (Tab. 2.17) aufge-
nommen und die DNA mit Hilfe des “innuPREP Bacteria DNA Kit* isoliert. Abweichend vom
Protokoll wurde kein Lysozym und keine Proteinase K verwendet. Die DNA-Konzentration

wurde am NanoDrop bestimmt.
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Tab. 2.17.: Zusammensetzung TE-Puffer (pH 8).

Chemikalie Endkonzentration

Aqua dest. -
Tris 10 mM
EDTA 1mM

2.4.21. PCR der Leishmania tarentolae DNA mit spezifischen Primern

Um die erfolgreiche Integration der Expressionskasette in die DNA der L. tarentolae Zellen
zu iberpriifen, wurde eine PCR mit den spezifischen Primern (Tab. 2.33) fiir die codieren-
de Sequenz der jeweiligen Proteine durchgefiihrt. Die jeweiligen PCR-Bedingungen sind im

Abschnitt 2.4.7 aufgefiihrt.

2.5. Herstellung und Reinigung rekombinanter Proteine

2.5.1. Proteinreinigung iliber eine Handsaule

Die jeweiligen Proteine sollten in transfizierten L. tarentolae Zellen exprimiert und iiber Se-
kretion in das Kulturmedium abgegeben werden. Dabei wird den Proteinen wahrend der
Expression am C-Terminus ein His6-Tag angefiigt, {iber den eine spezifische Reinigung mog-
lich ist. Zur Uberpriifung, ob rekombinante Proteine im Kulturiiberstand vorhanden waren,
wurde in einem kleinen Ansatz die Proteinreinigung iiber eine Handsdule durchgefiihrt. Dazu
wurde eine transfizierte Lesihmanienkultur in 50 ml NTC-haltigem BHI Medium kultiviert,
bis eine Zelldichte von 2 (ODggg) erreicht wurde. Die Kultur wurde zentrifugiert (2000x g,
5min, 22°C) und der Uberstand mit Natriumchlorid (NaCl) versetzt, sodass eine Endkon-
zentration von 300 mM NaCl erreicht wurde.

Die verwendete Handsdule wurde mit Aqua dest. gespiilt und 1ml einer Ni-NTA-Agarose-
Matrix auf den Filter der Siaule gegeben. Uber diese Matrix kénnen Proteine, die einen His6-
Tag besitzen, gebunden und gereinigt werden. Uberschiissige Fliissigkeit der Siule konnte
abfliefsen und die Agarose wurde nacheinander mit 5ml Aqua dest. und 5ml Waschpuffer
(sieche Tab. 2.18) gewaschen. Der Kulturiiberstand wurde auf die Ni-NTA-Agarose gegeben
und der Durchlauf wurde aufgefangen. Anschlieffend wurde die Agarose dreimal mit 1,5 ml
Waschpuffer gewaschen, um ungebundene Proteine zu entfernen. Die einzelnen Waschfraktio-
nen wurden gesammelt und die Elution der His6-Tag-Proteine erfolgte mit dem Elutionspuffer
(siche Tab. 2.18) in 10x 0,5 ml Schritten. Die gesammelte Durchlauffraktion sowie die Wasch-
fraktionen und Elutionsfraktionen wurden zur Analyse mittels Gelelektrophorese (Abschnitt

2.6.1) verwendet.
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Tab. 2.18.: Puffer fiir die Proteinreinigung.

Name Chemikalie Endkonzentration
Waschpuffer (pH 8) Aqua dest. -
NaCl 300 mM

NaHgPO4 50 mM
Elutionspuffer (pH 8) Aqua dest. -

NaCl 300 mM
NaHgPO4 50 mM
Imidazol 250 mM

2.5.2. Proteinherstellung iiber Grollkulturen

Um grofsere Proteinmengen reinigen zu kénnen, wurden Leishmanien-Grofskulturen von bis
zu 1L Gesamtvolumen angesetzt. Dazu wurde eine Vorkultur von 50 ml NTC-haltigem BHI
Medium bis zu einer Zelldichte von 2 (ODggg) kultiviert. Die Vorkultur wurde verwendet,
um Erlenmeyerkolben mit je 250 ml NTC-haltigem BHI Medium auf eine von 0,1 (ODggp)
anzuimpfen. Die Kolben wurden drei Tage geschiittelt (26°C, 120rpm) und anschliefend
wurde die Leishmanienkultur zentrifugiert (2500x g, 20 min, 4°C). Der Zelliiberstand wurde
gesammelt, iiber einen 0,45 uM Vakuumfilter gereinigt und bis zur Proteinreinigung bei -20 °C

gelagert.

2.5.3. Proteinreinigung tliber Fliissigchromatografie

Die Reinigung der Proteine aus dem Kulturiiberstand von Groftkulturen erfolgte mit Hilfe
der Fliissigchromatografie iiber HisTrapExcel Sdulen (1ml). Dazu wurde die filtrierte Pro-
teinlosung auf 300 mM Natriumchlorid eingestellt und zusammen mit den verwendeten Puf-
ferlésungen (siche Tab. 2.18, Wasser, 70 % Ethanol) mit dem AKTA pure System iiber ein
Pumpensystem verbunden. Ein Reinigungsprogramm wurde mit Hilfe der UNICORN Soft-
ware geschrieben, sodass die Proteinreinigung vollautomatisch durchgefiihrt wurde.

Im ersten Schritt wurde die HisTrapExcel Sdule mit 5ml Wasser und anschliekend mit 10 ml
Waschpuffer gespiilt. Bis zu 1L Proteinlésung wurde nachfolgend dann iiber die Saule gege-
ben, sodass Proteine, die einen His6-Tag haben, gebunden wurden. Anschlieffend wurde die
Sédule mit 30ml des Waschpuffers gewaschen, um ungebundene Proteine zu entfernen. Die
Elution der Proteine erfolgte mit 10 ml Imidazol-haltigem Elutionspuffer, wobei Elutionsfrak-
tionen von je 1ml gesammelt wurden. Im Anschluss wurde die Sdule nacheinander mit 10 ml
Waschpuffer, 5 ml Wasser und 10 ml Ethanol gewaschen. Fiir jedes Protein wurde eine eigene
HisTrap excel Saule verwendet, die bis zu fiinfmal wiederverwendet wurde. Die S&ulen wurden

bei 4°C gelagert.
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Von jeder Elutionsfraktion wurden 16 ul abgenommen, mit 8 ul SDS-Probenpuffer gemischt

und zur Analyse mittels Gelelektrophorese (Abschnitt 2.6.1) verwendet.

2.5.4. Dialyse der Proteinlosung

Nach der Reinigung liegen die Proteine in einem Imidazol-haltigen Elutionspuffer vor, der
flir in wvitro und in vivo Experimente ungeeignet ist. Deshalb wurden die proteinhaltigen
Elutionsfraktionen zu maximal 5ml gepoolt und gegen PBS dialysiert. Dafiir wurden Dia-
lyseschlduche mit einem Groéfsenausschluss von 14 kDa verwendet. Die Dialyse wurde in 5L
PBS-Puffer (siche Tab. 2.19) bei 4°C fiir vier Stunden und in weiteren 5L PBS-Puffer iiber
Nacht durchgefiihrt.

Nach der Dialyse wurde die Proteinlésung iiber einen 0,45 um Sterilfilter gereinigt, in je 500 pl
aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration ist im Abschnitt

2.6.3 beschrieben.

Tab. 2.19.: Zusammensetzung PBS-Puffer (pH 7,4).

Chemikalie Endkonzentration
Aqua dest. -

NaCl 140 mM

KC1 3,4 mM

KH2P04 1 ,8 mM

NasHPO,4*H,O 10mM

2.6. Biochemische Methoden

2.6.1. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) kénnen rekombinante Proteine oder
Proteingemische getrennt und analysiert werden. Dazu wurde ein Gel bestehend aus Trenn-
und Sammelgel (siche Tab. 2.20) hergestellt. Anschlieflend wurden die Proteine im Verhéalt-
nis 2:1 mit 2x SDS-Ladepuffer (sieche Tab. 2.21) gemischt und mit Hilfe einer Hamilton-
Mikroliterspritze in die Geltaschen des Sammelgels iibertragen. Eine Geltasche wurde mit
einem Proteinmarker zum Gréfsenabgleich befiillt. Bei einer elektrischen Spannung von 120V
wurden die Proteine aufgetrennt. Das Sammelgel wurde verworfen und das Trenngel nach drei-
maligem Waschen mit Aqua dest. in eine Comassie-Férbelosung (Tab. 2.21) iiberfiihrt. Nach
einer Inkubation von mindestens vier Stunden wurde das Gel durch mehrmaliges Waschen

mit Aqua dest. entfarbt, Proteinbanden sichtbar gemacht und digitalisiert.

42



KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN

Tab. 2.20.: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel.

Name Chemikalie Endkonzentration

Trenngel (12%)  Aqua dest. 23,0 %|v/v]
L-Puffer 29,9 %[v/v|
Acrylamid 45,9 %[v /v
TEMED 0,1%[v/v]
APS (10%)  1,1%[v/v]

Sammelgel (6 %) Aqua dest. 59,1 %[v/v]|
M-Puffer 24,6 %|v /v
Acrylamid 14,8 %[v/v]
TEMED 0,1%[v/v]
APS(10%)  1,4%][v/v|

Tab. 2.21.: Pufferzusammensetzung fiir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Name Chemikalie Endkonzentration
2x SDS-Ladepuffer Aqua dest. -

Tris-HCI (pH 6,8) 100 mM

Glycerol 10% [v/v]

SDS 3% |w/v]|

B-Mercapthoethanol 5% [v/v]

Bromphenolblau 0,02% [w/v]
M-Puffer (pH 6,8) Aqua dest. -

Tris/HCl 0,5M

SDS 0,4% |w/v]
L-Puffer (pH 8,8)  Aqua dest. -

Tris/HCl 1,6 M

SDS 0,4% [w/v]
Laufpuffer Aqua dest. -

Tris 25 mM

Glycin 190 mM

SDS 0,1% [w/v]
Coomassie-Losung  Aqua dest. -

Ethanol 20% [v/v]

Ammoniumsulfat 10% [w/v]

Phosphorséiure 3% |v/v]

Coomassie G-250 0,1% [w/v]

2.6.2. Semi-dry Western Blot

Im semi-dry Western Blot Verfahren werden Proteine, die mittels PAGE getrennt wurden,
auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen. Das Gel wurde auf die mit Transferpuffer (Tab.
2.22) aktivierte Membran gelegt und zwischen zwei mit Transferpuffer angefeuchteten Filter-
papieren platziert. Dieser Aufbau wurde zwischen die Kontaktflichen der semi-dry Apparatur
gespannt und bei einer Stromstérke von 80 mA pro Gel wurden die Proteine innerhalb einer

Stunde auf die Membran iibertragen.
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Anschliefend wurde die Membran fiir 1h bei Raumtemperatur in Block-Puffer (Tab. 2.22)
inkubiert. Der Primérantikorper wurde, wie jeweils angegeben, in Block-Puffer verdiinnt und
die Membran fiir 1h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C mit der Antikorperlo-
sung inkubiert. Anschlieffend wurde die Membran dreimal in Block-Puffer gewaschen, bevor
der Sekundarantikorper in der entsprechenden Verdiinnung fiir 1h zu der Membran gegeben
wurde. Abschlieftend wurde die Membran dreimal in Block-Puffer gewaschen.

Mit Hilfe des “WesternBright ECL-Kit* wurden Horseradish peroridase(HRP)-konjugierte Se-
kundérantikorper detektiert. Am Chemilumineszenz-Imaging-System wurden Proteinbanden
sichtbar gemacht und Abbildungen der Membranen erstellt.

Die Detektion mit Hilfe einer AP-Substratlosung (Tab. 2.23) wurde fiir Alkalische Phospha-
tase (AP)-konjugierte Sekundérantikorper durchgefiihrt. Die Umsetzung des Substrates fithrt
hier zu einem Niederschlag auf der Membran, wodurch die Proteinbanden sichtbar gemacht

werden.

Tab. 2.22.: Zusammensetzung Transfer- und Blockpuffer Western Blot.

Chemikalie Endkonzentration
Transferpuffer Aqua dest. -

Tris 48 mM

Glycin 39mM

SDS 0,037 % [w/v]

Methanol 20% [v/v]
Blockpuffer PBS-Puffer (Tab.2.19) -

BSA 5% |w/v|

Tween20 0,01% [v/v]
AP-Puffer (pH 9,5) Aqua dest. -

Tris 100 mM

NaCl 100 mM

MgCIQ (6H20) 5mM

Tab. 2.23.: Zusammensetzung AP-Substratlosung.

Chemikalie Stock-Konzentration Endvolumen
AP-Puffer - 10ml
NBT 50mg/ml in 70 % Dimethylformamid 66 ul
BCIP 50mg/ml in 100 % Dimethylformamid 33 pl
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2.6.3. Bestimmung der Proteinkonzentration iiber den Bicinchoninsaure

(BCA)-Test

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des “Pierce’ = BCA Protein Assay Kit“ bestimmt.
Dazu wurde das Protokoll Microplate Procedure verwendet und mindestens zwei Verdiinnun-
gen des zu untersuchenden Proteins in Doppel- oder Dreifachbestimmung eingesetzt. Die Ab-
sorption wurde bei 562 nm gemessen. Anhand einer Standardkurve (1000 - 50 pg/ml) wurde

die Proteinkonzentration mit Hilfe der Genb Software berechnet.

2.6.4. Bestimmung der LPS-Konzentration iiber ein Limulus Amebocyte Lysat

Die LPS-Konzentration der rekombinant hergestellten Proteinlosung wurde mit Hilfe des “Li-
mulus Amebocyte Lysate QCL—IOOTM Kit* nach Protokollangaben bestimmt. Die Proteinlo-
sungen wurden mindestens in zwei verschiedenen Verdiinnungen eingesetzt und das Protokoll
Microplate Method verwendet. Die Absorption wurde bei 405 nm gemessen und anhand ei-
ner Standardkurve (1- 0,1 EU/ml) wurde die LPS-Konzentration mit Hilfe der Genb Software

berechnet.

2.6.5. Hitze-Inaktivierung von Proteinen

Die Denaturierung bzw. Inaktivierung von Proteinen wurde iiber eine Behandlung mit hohen
Temperaturen erreicht. Dazu wurden Proteinlgsungen von bis zu 500 pg/ml in maximal 600 pl
zweimal fiir 15 min bei 95°C und 200 rpm im Thermoblock erhitzt. Nach jeder Temperatur-
behandlung wurde die Proteinlésung fiir 10 min auf Eis gekiihlt. Anschliefend wurden die

Proteine bei -20°C gelagert.

2.6.6. Chitinase-Aktivitatstest

Die enzymatische Aktivitdt von Chitinasen wurde im Standardprotokoll mit den Substra-
ten 4-methylumbelliferyl-N’, N’ N’-triacetylchitotriosid (M5, Endo-Chitinaseaktivitit) und 4-
methylumbelliferyl- N’ N’-diacetyl-D-chitobiosid-Hydrat (M9, Exo-Chitinaseaktivitét) bei pH
5,6 durchgefiihrt. Die Substrate wurden auf 1100 uM in Dimethylsulfoxid (DMSO) eingestellt.
Die Konzentration des zu testenden Proteins wurde auf 5 pg/ml in PBS eingestellt und die
DMSO-Substrate 1:20 in Assaypuffer (Tab. 2.24) verdiinnt. In Doppelbestimmungen wurden
10 ul des Proteins mit 40 ul Substratlésung in dunklen 1,5ml Roéhrchen gemischt und bei
37°C fiir 30 min inkubiert. Die Reaktion wurde mit 500 ul Stopp-Losung (Tab. 2.24) been-
det. Fiir die Standardkurve wurden Verdiinnungen aus 4-Methylumbelliferon Natriumsalz in

Wasser hergestellt (568 - 17,75 uM) und je 50 pl einer Verdiinnung mit 500 pul Stopp-Losung
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vermischt. Je Reaktionsmix bzw. Standardlésung wurden 2x 250 ul in eine schwarze 96-Well
Platte tibertragen. Die Extinktion/Emission wurde bei 360/450 nm gemessen. Anhand der
Standardkurve wurde die enzymatische Aktivitdt berechnet.

Zur Bestimmung des optimalen pH-Wertes wurden Assaypuffer mit pH 2 bis 10 hergestellt.
Der Aktivitatstest wurde wie beschrieben mit dem jeweiligen Assaypuffer durchgefiihrt.

Zur  Bestimmung der Proteinstabilitit ~wurde die Proteinlosung vor dem
Chitinase-Aktivitatstest fiir 1 Stunde bei unterschiedlichen Temperaturen (4 - 90°C) inku-

biert.

Tab. 2.24.: Pufferzusammensetzung fiir den Chitinase-Aktivitétstest.
Bezeichnung Zusammensetzung

Assaypuffer! Aqua dest. -
Zitronensaure 100 mM

NaosHPOy 200 mM
Stopp-Losung  Aqua dest. -

NasCOg 0,5M

NaHCOj3 0,5M

! Je nach Bedarf wurde der pH Wert eingestellt.
Standardprotokoll pH 5,6.

2.6.7. Proteinkristallographie

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Makromolekulare Kristallografie von Dr. Manfred Weifs
des Helmholtz-Zentrum Berlin wurde die Proteinstruktur des Proteins TsES1 untersucht. Alle

Arbeitsschritte wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Piotr Malecki durchgefiihrt.

Thermofluor-Assay

Mit Hilfe eines “fluorescence-based thermal-shift assay* (Thermofluor) kénnen die Pufferbe-
dingungen identifiziert werden, in denen ein Protein besonders stabil vorliegt.

Dazu wurden die bei Reinhard et al. gelisteten Puffer, unter Verwendung von SYPRO Orange,
fiir TSES1 getestet [Reinhard et al., 2013]. SYPRO Orange ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der
besonders gut an lineare Proteinsequenzen binden kann. Pro Pufferbedingung wurden 2,5 ul
Protein (1 mg/ml) mit 2,5ul SYPRO Orange (50x) gemischt und zu 20 pl des Puffers in eine
96-Well Platte gegeben. Als Kontrollen wurde das Protein ohne Farbstoff in Wasser, nur der
Farbstoff in Wasser und Protein mit Farbstoff in Wasser mitgefiihrt. Die Temperatur der An-
sétze wurde in einem Thermocycler graduell von 4 °C auf 90 °C erhoht und bei einer Anregung
von 492 nm wurde die Emission des Farbstoffes bei 516 nm gemessen. Mit steigender Tempera-

tur wird das Protein denaturiert und bindet auf Grund seines Strukturverlustes immer mehr
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Farbstoff. Je nach Pufferbedingungen wurde der Scheitelpunkt der Denaturierung (also eine
spezifische Temperatur) fiir das Protein ermittelt. Mit Hilfe eines bereits vorgefertigten Ana-
lyseprotokolls wurde eine Excel-Tabelle generiert, in der die Pufferbindungen sortiert nach

der Temperatur fiir TsES1 gelistet wurden.

Herstellung von Proteinkristallen

Fiir die Herstellung von Proteinkristallen wurde das rekombinante Protein TsES1 nach der
Proteinreinigung (siehe Abschnitt 2.5.3) in einem HEPES-Puffer dialysiert. Es folgte eine wei-
tere Reinigung iiber eine “HiLoad 16/600 Superdex 200 pg“ - Gelfiltrationssdule mit einem
HEPES-Laufpuffer (Tab. 2.25). Die proteinhaltigen Elutionsfraktionen wurden mit Hilfe von
Amicon® Ultra-4 Konzentratoren (30 000 MWKO) bis zu einer Proteinkonzentration von
33 mg/ml konzentriert. Die Proteinkonzentration wurde am NanoDrop mit dem Extinktions-
koeffizienten von TsES1 (E=1,9) bestimmt.

Mit Hilfe des Gryphon Pipettier-Roboters wurden 96-Well Kristallisationsplatten mit der Pro-
teinlosung und dem Kristallisationspuffer (Morpheus, The PGA Screen, JSCG-plus Screen)
befiillt. Dafiir wurden 0,25 ul Proteinlésung mit 0,25 ul Pufferlésung gemischt. Die Platte
wurde luftdicht mit einer Folie verschlossen und bei 20 °C inkubiert. Wochentlich wurden die

Platten am Mikroskop auf die Bildung von Kristallen hin untersucht.

Tab. 2.25.: HEPES-Laufpuffer.

Chemikalie Endkonzentration
Aqua dest. -

HEPES (pH 7.7) 20mM

NaCl 200 mM

TCEP 1mM

Analyse der Proteinstruktur mit Hilfe von Réntgenstrahlung

Die Messungen wurden an der Photonenquelle Bessy II in Adlershof unter Nutzung von hoch-
intensivem Rontgenlicht von Synchrotronstrahlungsquellen unter Leitung von Dr. Piotr Ma-
lecki durchgefiithrt. Vor der Messung wurden die Proteinkristalle mit Nylon-Schlaufen aus
der Pufferlosung aufgenommen und kurz in eine Kryoprotektionslosung (25 % Ethylenglycol)
getaucht. Anschliefend wurde der Kristall samt Goniometerkopf in Flissigstickstoff schock-
gefroren und bis zur Messung aufbewahrt. Die Aufnahme von Réntgen-Diffraktionsdaten, die
Prozessierung der gemessenen Rohdaten und die Strukturbestimmung wurde von Dr. Piotr

Malecki durchgefiihrt.
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2.7. Materialien

2.7.1. Gerate

Tab. 2.26.: Eingesetzte Gerdte und Apparaturen.

Gerite/Apparaturen

Hersteller

Akta pure

BD FACSCanto' = II
BioPhotometer  V1.32
BioShake IQ Thermomixer
Casy® Cell counter Model TT

Cellspin® 1 Zytozentrifuge
Centrifuge 5424
Centrifuge 5810R / 5804R
Certomat® BS-1

Double Champer Plethysmograph
E-BOX VX2 Geldokumentationssystem
FastPrep®-24

Fusion SL 3500 WL

Heracell " 240i COs-Inkubator
HydroSpeed

Leica DM700 Mikroskop
LightCycler®480

Mastercycler® nexus

MAGPIX"™ Luminex System
NanoDrop Spectrophotometer ND 1000

Nucleofector®) 11
Primovert Invers-Mikroskop

SynergyTM H1 Hybrid Multi-Mode Micro-
plate Reader

GE Healthcare, Buckinghamshire, GBR
BD Biosciences, CA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, DEU

Analytik Jena AG, Jena, DEU

Omni Life Science GmbH & Co., Bremen,

DEU
Tharmac GmbH, Wiesbaden, DEU

Eppendorf AG, Hamburg, DEU
Eppendorf AG, Hamburg, DEU
Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen,

DEU

emka TECHNOLOGIES, Paris, FRA
VWR International GmbH, Erlangen, DEU
MP Biomedicals, Solon, USA

peqlab - VWR, Erlangen, DEU

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Tecan Trading AG, Méannedorf, CHE

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DEU
Roche, Basel, CHE

Eppendorf AG, Hamburg, DEU

Thermo Fisher Scientific, MA, USA
peqLap Biotechnologie GmbH, Erlangen,

DEU
Lonza Group Ltd, Basel, CHE

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DEU
BioTek Instruments, VT, USA

2.7.2. Chemikalien

Tab. 2.27.: Eingesetzte Chemikalien.

Chemikalien

Hersteller

Acrylamid (30% / 0,8 % Bisacrylamid)
Agar Kobe I

Ammoniumpersulfat

Ammoniumsulfat

Coomassie G-250

ANTP-Mix

Dimethylformamid (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat (NagHPOy)

eBioscience™ CFSE
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Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU

Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU
Merck KGaA, Darmstadt, DEU
Rapidozym GmbH, Berlin, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

DEU
AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

DEU
eBioscience, CA, USA
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Chemikalien Hersteller

EDTA AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU
Ethanol Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Glukose Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Glycin Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
JSCG-plus Screen Molecular Dimensions, Suffolk, GBR
Hefeextrakt Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU

Kalimchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POy)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat ~ (MgClax6
H»0)

Methanol

Midori Green Advance
Morpheus

Natriumcarbonat (NagCO3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2P04 *HQO)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT)
PCR Wasser

Phosphat Citrat Buffer (tablet)

Monohydrat

Phosphorséure
p-Nitrophenyl Phosphat

p53-His(6)

Schwefelsaure

SYPRO™™ Orange Protein Gel Stain
The PGA Screen

Trypton

Wasserstoffperoxid (38 %)
3,3",5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB)

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP)
6x DNA Loading Dye

AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU
AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU
Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU

Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, DEU
Molecular Dimensions, Suffolk, GBR
Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU

Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU
Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

DEU
AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

DEU
dianova GmbH, Hamburg, DEU

Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Thermofisher Scientific, Rockford, USA
Molecular Dimensions, Suffolk, GBR
AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU

Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,

DEU
AppliChem GmbH, Darmstadt, DEU

New England Biolabs®, Hitchin, GBR

Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.28.: Eingesetzte Verbrauchsmaterialie

1.

Bezeichnung

Hersteller

Amersham Protran 0,45 pum NC
Amicon® Ultra-4 (30 000 MWKO)
Cellstar® Zellkulturflaschen (50 ml, 250 ml)

Cytotrager

CryoPure tube 2ml

HiLoad 16,/600 Superdex 200 pg
HisTrap excel
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GE Healthcare, Buckinghamshire, GBR
Merck KGaA, Darmstadt, DEU
Greiner Bio-One

Kremsmiinster, AUT
Tharmac GmbH, Wiesbaden, DEU

Nimbrecht, DEU
GE Healthcare, Buckinghamshire, GBR
GE Healthcare, Buckinghamshire, GBR

GmbH,

International
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Bezeichnung

Hersteller

PCR 96-Well TW-MT-Platte, weif

Zellkultur Platten

1L Polycarbonat Erlenmeyer Kolben
1,5 ml Reagiergefiafs

1,5 ml Reagiergeféfs,braun

3mm Chromatography Paper

10 cm Petrischalen

15ml, 50 ml Falcon

96-Well Assay Platten, schwarz

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-

dorf, DEU
Corning Incorporated, NY, USA

Corning Incorporated, NY, USA

Sarstedt AG, Numbrecht, DEU

Sarstedt AG, Numbrecht, DEU

GE Healthcare, Buckinghamshire, GBR
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, AUT
Greiner Bio-One
Kremsmiinster, AUT
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf, DEU

International

GmbH,

International

2.7.3. Medien, Puffer und Lésungen

Tab. 2.29.: Medien, Puffer und Additives.

Name

Hersteller

Albumin Fraktion V

FBS (Origin South America)

DMEM

DMEM /F12

LEXSY BHI powder

L-Glutamin (200 mM)

Hemin

PBS

Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02% in PBS)
RPMI 1640

Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, DEU
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DEU
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DEU
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DEU
Jena Bioscience GmbH, Jena, DEU
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DEU
Jena Bioscience GmbH, Jena, DEU
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DEU
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DEU
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DEU

2.7.4. Antibiotika

Tab. 2.30.: Eingesetzte Antibiotika.

Antibiotikum Selektions- Hersteller
Konzentration

Ampicillin 100 pg/ml AppliChem GmbH, Darm-
stadt, DEU

Nourseothricin 100 pg/ml Jena Bioscience GmbH, Je-
na, DEU

Penicillin/ Streptomycin 100 U/ml / 100 pg/ml PAN-Biotech GmbH, Aiden-
bach, DEU

Tetracyclin 20 pg/ml

AppliChem GmbH, Darm-
stadt, DEU
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2.7.5. Reaktionskits

Tab. 2.31.: Eingesetzte Praparations- und Reaktionskits.

Name

Verwendung

Hersteller

Amaxa  Human T Cell

Nucleofector  Kit
Annexin V Apoptosis Detec-

tion Kit FITC
High-Capacity

cDNA™ Kit
innuPREP RNA Mini Kit

RNA-to-

innuPREP Plasmid Mini Kit

innuPREP Gel Extraction
Kit

Limulus Amebocyte Lysate
QCL-100""

MapTrapTM Kit

MicroSpin Total RNA Kit,
peqGOLD
Pierce

Assay Kit
Pierce " SilverStain Kit

BCA  Protein

Transcriptor First Strand

cDNA Synthesis Kit
WesternBright ECL

CD4+ T Cell Isolation Kit,

mouse
26-Plex Mouse

ProcartaPlex  Panel-1
LightCycler 480 SYBR

Green I Master

Transfektion von Leishma-

nia tarentolae Zellen
eBioscience, CA, USA

cDNA Synthese
Isolation von RNA aus Ge-

webe und Zellen
Isolation von Plasmiden aus

Bakterien

DNA-Isolation aus Agarose-
gelen

Bestimmung  der  LPS-
Konzentration

Reinigung von Antikérpern

aus dem Serum
VWR International GmbH,

Erlangen, DEU
Bestimmung von Protein-
konzentrationen
Farbung von Proteinen im

SDS-Gel
cDNA-Synthese
Susbtrat fiir HRP-
konjugierte Antikérper
Isolierung von CD4+ T-

Zellen
Multiplex Assay

RT-PCR

Lonza Group Ltd, Basel,
CHE

Applied Biosystems, CA,
USA
Analytik Jena AG, Jena,
DEU
Analytik Jena AG, Jena,
DEU

Analytik Jena AG, Jena,

DEU
Lonza Group Ltd, Basel,

CHE

GE Healthcare, Bucking-
hamshire, GBR
Thermofisher Scientific,
Rockford, USA
Thermofisher Scientific,

Rockford, USA
Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, DEU
Advansta, CA, USA

Miltenyi Biotec, CA, USA
eBioscience, CA, USA

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, DEU
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2.7.6. Verwendete Organismen zur Proteinexpression

Tab. 2.32.: Eingesetzte Organismen zur Klonierung und Proteinexpression.

Stamm Genotyp Referenz

Escherichia coli

XL1blue MRF A(mcrA)183 A(mcrCB-  Stratagen, La Jolla, CA, USA
hsdSMR-mrr)173 endAl
supE44 thi-1 recAl gyrA96 re-
1A1 lac [F’ proAB laclqZAM15
Tnl0 (Tetr)]

K12 JM109 F’ traD36 proA+B+ laclq [Yanisch-Perron et al., 1985]
A(lacZ)M15/  A(lac-proAB)
glnV44 eld- gyrA96 recAl

relAl endAl thi hsdR17
Leishmania tarentolae
LEXSY host P10 Jena Bioscience GmbH, Jena,

DEU

2.7.7. Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma TIB MOLBIOL Syntheselabor
GmbH (Berlin, DEU) in lyophilisierter Form hergestellt, mit Reinstwasser (PCR-Water, Carl
Roth) auf eine Konzentration von 50 uM bzw. 100 uM eingestellt und bei -20 °C gelagert.

Tab. 2.33.: Eingesetzte Primer.
Name/Gen Forward und Reverse Primer (5’-3’)

Klonierung
TsES1 _for CTCGAGGCAGCAGCTGAAAGCGGA
TsES1 rev GCCCACGGTACCCGTTATGGTTTTCTCTTG
TsES4 for GTCGACGCTGGACGAACGAGGATTCCAAC
TsES4 rev GCTGGTACCGCGGTCAACTTCGAGAAAC
TsES5  for GTCGACGCTCAAAATCTTGAGACGTTTAC
TsES5 rev GGTACCGGCCCATAGTGCGAAAC
TsES6 _for GTCGACGCTTATGGGTTCACACTTTGG
TsES6  rev GCTGGTACCTGAGCATATTCCACAAG
TsES8 _for GTCGACGCTGAATGTGTGACGCATAAAGAC
TsES8 rev GTCGGTACCACGAGAATTGTCGGTTTC
TsES9 for GTCGACGCTTGGGATGGTTCACCATATAC
TsES9 rev GTCGGTACCCAAAACAGGTTCCCTGTAAT
RT-PCR mausspezifisch
AMCase for CCCTTGGCATATCCACTGA

rev ACAGAATCCACTGCCTCCAG
Chit1 for CAAAACTGGTCTGCTACCTCAC

rev GCAAAGATGACGTGGGTACAC
BRP-39 for AGCAGTATTTCTCCACCCTGAT

rev ACCTTTCCTGCTGACAAAGC
Ym1 for CAGGTCTGGCAATTCTTCTGAA

rev GTCTTGCTCATGTGTGTAAGTGA
Ym2 for CAGAACCGTCAGACATTCATTA
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Name/Gen Forward und Reverse Primer (5’-3’)

rev ATGGTCCTTCCAGTAGGTAATA

CCL-2 for TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA
(MCP-1) rev GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT
CCL-11 for CTGCTTGATTCCTTCTCTTTCCTAA

(Eotazin-1)  rev GGAACTACATGAAGCCAAGTCCTT
RELM-« for TCCCAGTGAATACTGATGAGA
rev CCACTCTGGATCTCCCAAGA
Arginase-1 for CTCCAAGCCAAAGTCCTTAGAG
rev AGGAGCTGTCATTAGGGACATC
PPIA for GAGCTGTTTGCAGACAAAGTTC
rev CCCTGGCACATGAATCCTGG

2.7.8. Plasmide

Tab. 2.34.: Eingesetzte Plasmide.

Bezeichnung Resistenz Hersteller
pGEM®_T Easy Vector Sys- Ampicillin Promega Corporation, Ma-
tem I dison, USA
pLEXSYsat2 Nourseothricin (NTC) Jena Bioscience GmbH, Je-
na, DEU
2.7.9. Enzyme

Tab. 2.35.: Eingesetzte Enzyme.

Enzym Hersteller

Kpnl-HF New England Biolabs®, Hitchin, GBR
Sall-HF New England Biolabs®, Hitchin, GBR
Swal New England Biolabs®, Hitchin, GBR
Xhol New England Biolabs®, Hitchin, GBR
T4 DNA Ligase New England Biolabs®, Hitchin, GBR
BioTherm = DNA Polymerase Rapidozym GmbH, Berlin, DEU

2.7.10. Antikorper

Tab. 2.36.: Eingesetzte Antikorper fiir die Durchflusszytometrie.

Spezifitit Konjugat Klon Hersteller
anti-Maus CD1d Alexad88 1B1 eBioscience, CA, USA
anti-Maus CD4 Horizon V500 RM4-5 BD Biosciences, CA, USA
anti-Maus CD5 PerCP-Cyb.5 53-7.3 eBioscience, CA, USA
anti-Maus CD8a APC 53-6.7 eBioscience, CA, USA
anti-Maus CD11b  APC-Cy7 M1/70 Biolegend, CA, USA
anti-Maus CD11c  FITC HL3 BD Biosciences, CA, USA
eFluor450 N418 eBioscience, CA, USA
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Spezifitit Konjugat Klon Hersteller

PacOrange N418 DRFZ, Berlin, DEU
anti-Maus CD19 PacBlue 1D3 DRFZ, Berlin, DEU
anti-Maus CD25 PerCp-Cyb5.5 PC61 BD Biosciences, CA, USA
anti-Maus CD45 eFluor450 30-F11 eBioscience, CA, USA
anti-Maus CD64 PE-Cy7 X54-5/7.1 Biolegend, CA, USA
anti Maus CD86 PE-Cy7 GL1 eBioscience, CA, USA
anti-Maus CD103  PE 2E7 eBioscience, CA, USA
anti-Maus Ox40L ~ APC RM134L eBioscience, CA, USA
anti-Maus Grl PE-Cy7 RB6-8ch eBioscience, CA, USA
anti-Maus Ly6G eFluor450 1A8-Ly6G eBioscience, CA, USA
anti-Maus MHC-II PE M5/114.15.2 BD Biosciences, CA, USA

PE-Cy5 M5/114.15.2 eBioscience, CA, USA
anti-Maus B220 PE-Cy7 RA3-+B2 eBioscience, CA, USA
anti-Maus IgM eFluo450 eB121-15F9 eBioscience, CA, USA
anti-Maus IgG1 APC RMG1-1 Biolegend, CA, USA
anti-Maus IgG2a PerCP-Cyb5.5 RMG2a-62 Biolegend, CA, USA
anti-Maus SiglecF  PE E50-2440 BD Biosciences, CA, USA
anti-Maus Ep- APC G8.8 eBioscience, CA, USA
CAM
anti-Maus FoxP3 Alexad88 FJK-16s eBioscience, CA, USA
anti-Maus GATA- eFluor660 TWAJ eBioscience, CA, USA
g,nti—l\/[aus Thbet PE-Cy7 eBio4B10 eBioscience, CA, USA
anti-Maus IL-10 APC JES5-16E3 eBioscience, CA, USA
anti-Maus Relma  Biotin polyklon PeproTech, NJ, USA
Streptavidin FITC - eBioscience, CA, USA
DCE eF506, eF660, eBioscience, CA, USA

eF'780

Tab. 2.37.: Eingesetzte Antikorper fiir ELISA, Western Blot und Histologie.

Spezifitit

Hersteller

ELISA

anti-Maus 1L-4 Ready-SET-Go!
anti-Maus 1L-6 Ready-SET-Go!
anti-Maus IL-10 OptEIATM
anti-Maus [1-12p40 OptEIATM
anti-Maus [FNg Ready-SET-Go!
Goat-anti-Mouse-IgG - UNLB
Purified Rat-anti-Mouse Igk
Rat-anti-mouse IgE heavy chain - HRP
Goat-anti-Mouse IgG1 - AP
Goat-anti-Mouse [gG2a - AP
Western Blot

anti-His6-tag antibody
Goat-anti-Mouse [gG-HRP
Histologie

polyclonal rabbit-anti-mouse

eBiosciences, CA, USA

eBiosciences, CA, USA

BD Biosciences, CA, USA

BD Biosciences, CA, USA
eBiosciences, CA, USA

Southern Biotech, AL, USA

BD Biosciences, CA, USA

Bio-Rad Laboratories, CA, USA
Rockland Immunochemicals, PA, USA
Rockland Immunochemicals, PA, USA

dianova GmbH, Hamburg, DEU
Southern Biotech, AL, USA

Abcam, Cambridge, UK
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2.7.11. Datenbanken und Software

Tab. 2.38.: Eingesetzte Datenbanken und Software.

Software/ Entwickler/ Internetadresse
Datenbank Herausgeber
Adope Photoshop CS6 Adobe Systems Software, -

IRL

BD FACSDiva' " 7.0
Clustal Omega

FlowJo® v9

Genb 2.04
GraphPad Prism 7

HelmDB
iox v2.8.0.13

LightCycler® 480 Relative
Quantification Software
NCBI BLAST®

NCBI proteins

NEBcutter V2.0

NetNGlyc 1.0 Server
NetOGlyc 4.0 Server
UNICORN 6.3.2.89

Procarta Plex Analyst 1.0
Signal P 4.1 Server

TMHMM Server v. 2.0

BD Biosciences
[Sievers et al., 2011]

FLOWJO, LLC, Ashland,
Oregon, USA

BioTek®, VT, USA
GraphPad Software,

USA
|[Mangiola et al., 2013]

EMKA Technologies, Paris,

CA,

FRA
Roche, Basel, CHE

[Vincze et al., 2003|

[Gupta et al., 2004]
[Steentoft et al., 2013]

GE Healthcare,
hamshire, GBR

eBioscience, CA, USA
|Petersen et al., 2011|

Bucking-

[Sonnhammer et al., 1998]

https://www.ebi.ac. GBR/
Tools/msa/clustalo/

www.helmdb.org

https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.
gov /protein/
http://www.neb.GBR.com/
tools/index.aspx?req=

nebcutter
http://www.cbs.dtu.dk/

services/NetNGlyc/
http://www.cbs.dtu.dk/
services/NetOGlyc/

http://www.cbs.dtu.dk/
services/SignalP/
http://www.cbs.dtu.dk/
services/ TMHMM
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung sekretierter Proteine von Trichuris suis L1

Larven

In vivo Krankheitsmodelle mit sekretorischen Komponenten von 7. suis weisen darauf hin,
dass Molekiile im ES immunregulatorische Fahigkeiten besitzen. Deshalb wurde erforscht,
welche Proteine von dem Schweinepeitschenwurm 7. suis sekretiert werden.

Dazu wurden Proteine aus dem Kulturiiberstand von in wvitro geschliipften 7. suis Larven
gewonnen und mit Hilfe der Massenspektrometrie untersucht. Die Analyse zur Identifizierung
von Proteinen wurde von der Arbeitsgruppe Bioanalytik, Massenspektrometrie (Dr. Kathari-
na Janek, Biochemie, Charité, Berlin) durchgefiihrt.

Als Grundlage fiir die Analyse wurden die Daten von Jex et al. und Mitreva et al. verwen-
det, die in der NCBI-Datenbank hinterlegt sind. Massenspektrometrisch identifizierte Pepti-
de wurden mit den theoretischen Peptiden der hinterlegten Proteine verglichen und jeweils
zugeordnet. Mehrfach identifizierte Proteine wurden zusammengefasst, sodass insgesamt 29
Proteine im L1 ES identifiziert wurden (Anhang, Tab. B). Die meisten identifizierten Proteine
besitzen eine Signalsequenz fiir die Sekretion, die mit Hilfe der SignalP 4.1 Server-Software
vorhergesagt wurde. Fiir vier der identifizierten 7. suis Proteine wurden Transmembranhe-
lices mit Hilfe der TMHMM Server-Software vorhergesagt. Jedoch wurde fiir drei der vier
Proteine darauf hingewiesen, dass es sich ebenso um Signalsequenzen handeln kénnte.

Unter den Proteinen sind Enzyme wie Serinproteasen (Trypsin) und Chitinasen vertreten,
die fiir die Hiutung und Entwicklung von Helminthen wichtig sind [Yang et al., 2015, Ta-
chu et al., 2008]. Aukerdem konnte die Metallopeptidase Astacin und eine Methyltransfera-
se nachgewiesen werden. Die Methyltransferase ist fiir die Ubertragung von Methylgruppen
auf Nukleotid-Molekiile oder Proteine verantwortlich und kann damit die Zugénglichkeit ge-
netischer Informationen regulieren [Lyko, 2017|. Ein weiteres identifiziertes Protein ist ein
Serinproteinase-Inhibitor (Serpin), das allgemein bei einigen Helminthen immunmodulato-
rische Eigenschaften besitzt [Molehin et al., 2012|. Beispielsweise induziert ein Serpin von
Trichinelle pseudospiralis in vitro die Polarisation von alternativ aktivierten Makrophagen

(AAMs) [Xu et al., 2017].
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Weitere 18 identifizierten Proteine von T. suis L1 wurden als hypothetische Proteine ein-
gestuft, da deren Annotation noch nicht erfolgt oder ihre Funktion noch nicht bekannt ist.
Zusammenfassend wurden im 7. suis L1 ES 29 Proteine identifiziert, von denen 18 auf Grund

der vorhergesagten Signalsequenz als sekretorische Proteine bezeichnet werden kénnen.

3.2. Rekombinante Herstellung larvaler Trichuris suis Proteine

mit dem Leishmanien Expressionssystem

3.2.1. Auswahl der Proteine

Ziel war es, ausgewdhlte ES Proteine von T. suis L1 Larven rekombinant herzustellen, um
anschlieffend Funktionsanalysen mit diesen Proteinen durchfiihren zu kénnen.

Als Auswahlkriterium wurde das Vorhandensein einer Signalsequenz bei gleichzeitiger Ab-
wesenheit von Transmembranhelices vorausgesetzt (Anhang, Tab. B). Ein weiteres Kriterium
war, dass diese Proteine ausschliefllich in dem L1 Larvenstadium und nicht in spéteren T. suis
Stadien identifiziert wurden (Abb. 3.1). Damit wurde angenommen, dass 7. suis als Thera-
piewurm im Menschen hauptsédchlich als L1 Larve aktiv ist, da kaum adulte Wiirmer im
Menschen vorkommen.

Fiir die Auswahl wurden die ES Proteine von T. suis Larven, die aus experimentell infizier-
ten Schweinen gewonnen wurden, mit den ES Proteinen von in vitro geschliipften L1 Larven
verglichen (Abb. 3.1; Anhang, Tab. B.2). Dabei wurde deutlich, dass Proteine von in vitro ge-
schliipfte T. suis L1 Larven die grofte Ubereinstimmung mit 10dpi Larven hatten und kaum
ES Proteine mit spéteren Stadien teilen (Abb. 3.1). Insgesamt wurde von in vitro geschliipf-
ten L1 Larven eine geringere Anzahl an Proteinen herstellt. Vermutlich induziert der Kontakt
zum Darm des Wirtes die Expression der ES Proteine, der bei in vitro geschliipften Larven
fehlt.

Die initiale Datenanalyse der Massenspektrometrie erfolgte auf Grundlage der Daten von Jex
et. al und HelmDB [Jex et al., 2014, Mangiola et al., 2013|. Dabei wurden 10 Proteine mit
den genannten Kriterien selektiert, die rekombinant hergestellt werden sollten. Die im Anhang
aufgefiihrte Tabelle B fasst die Ergebnisse der Analyse zusammen, die mit der von Mitreva
at al. erweiterten Datengrundlage in NCBI durchgefithrt wurde [Mitreva et al., 2014|. Hier-
bei wurden acht weitere Proteine mit den Auswahlkriterien identifiziert. Darunter befanden
sich Serinproteasen (Trypsin), hypothetische Proteine und eine Methyltransferase. Obwohl
am Ende 18 Proteine mit den Auswahlkriterien identifiziert wurden, wurde mit den 10 initial

ausgewihlten Proteinen gearbeitet.
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18dpi 10dpi
“ TSES4
TSES9

in vitro L1

28dpi
TsES1
TsESS

TsES6
TsES8

Abb. 3.1.: Vergleich von ES Proteinen verschiedener 7. suis Stadien.

T. suis Larven wurden zu bestimmten Zeitpunkten aus dem Darm infizierter Schweine ge-
wonnen. Die Wiirmer wurden fiir ca. 2 Wochen in Kultur gehalten und die ES Proteine mit
Hilfe der Massenspektrometrie analysiert. Dargestellt ist hier die vergleichende Analyse der
ES Proteine der verschiedenen 7. suts Stadien mit den ES Proteinen von in vitro geschliipften
L1 Larven. Dabei entspricht 10dpi Larvenstadium L1/ L2, 18dpi Larvenstadium L3/ L4 und
28dpi Larvenstadium L4 bzw. adulten Wiirmern. [dpi- days post infection|

Von diesen 10 selektierten Proteinen wurden sechs Proteine mit Hilfe des Leishmanien Expres-
sionssystems hergestellt (Tab. 3.1). Die anderen vier Proteine konnten jedoch nicht kloniert
werden (Abschnitt 3.2.2). Die Proteine TsES1, TsES4, TSES5 und TsES6 wurden im Rahmen
einer Masterarbeit von Anna Vetter unter Anleitung hergestellt [Vetter, 2015]. Die Proteine
TsES8 und TsES9 wurden im Zusammenhang mit dieser Arbeit kloniert und rekombinant
hergestellt.

Die ausgewahlten und im ES der T. suis L1 Larven identifizierten Proteine besitzen Homo-
logien (Identitét > 50 %) zu Proteinen des humanpathogenen Nematoden Trichuris trichiura
(T. trichiura)(Tab. 3.1). Darunter befindet sich die acidic mammalian chitinase (TSES1), ein
CAP-domain containing protein (TSES5) und das wvenom allergen 5 (TSES6). Die Proteine
TsES8 und TsES9 sind zu hypothetischen Proteinen ohne bekannter Funktion von T. trichiura
homolog und fiir TSES4 ist kein sequenzihnliches Protein beschrieben.

Da bereits bekannt ist, dass ES Proteine von T. suis Glykosylierungen aufweisen, die unter
anderem fiir die Immunregulation von humanen DCs verantwortlich sind [Klaver et al., 2013],
wurden die 7. suis L1 Proteine auf mogliche Zuckerstrukturen hin untersucht. Fiir die Prote-
ine TsES5 und TsES6 wurden sowohl O-, als auch N-Glykosylierungen vorhergesagt, hingegen
fir TSES1, TsES4 und TSES9 nur O-Glykosylierungen (Tab. 3.1). Fiir TSES8 konnten keine

Glykosylierungen ermittelt werden.
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Tab. 3.1.: Klonierte und rekombinant exprimierte 7. suis L1 ES Proteine.
Angegeben sind die NCBI-ID, das Molekulargewicht (MW) in kDa, ein homologes Protein
(Datenbank NCBI, BLAST) und die Anzahl der O- und N-Glykosylierungen.

NCBI-ID MWwW Homologes Protein O- N-
(kDa) (Identitdt in %) Glyko. Glyko.
TsES1 KFD48490.1 55,45 Acidic mammalian chitinase 28 -
[T. trichiura| (89 %)
TsES4 KFD55729.1 13,89 - 1 -
TsES5 KFD54802.1 31,06 CAP domain containing protein 3 10
[ T. trichiura| (81 %)
TsES6 KFD45500.1 37,04  venom allergen 5 [T. trichiural 1 24
(83%)

TsES8 KFD72328.1 14,18  hypothetical protein [T. trichiural - -
(54 %)

TsES9! KFD53667.1 31,06  hypothetical protein [T trichiural 5 -
(71%)

! Die erste Identifizierung erfolgte mit Hilfe der Datenbank HelmDB, die eine am Proteinanfang um 39
Aminosduren verkiirzte Sequenz fiir TSES9 ausgewiesen hat. Auf Grundlage dieser Sequenz, die eine iiber

SignalP identifizierte Signalsequenz enthielt, erfolgte die Klonierung und rekombinante Proteinexpression.

3.2.2. Klonierung

Die Klonierung der genspezifischen Nukleotidsequenz der T. suis ES Proteine erfolgte in meh-
reren Schritten, die in Abbildung 2.2 in Abschnitt 2.4 zusammengefasst sind. Die Grundlage
dafiir bildeten die Nukleotidsequenzen der ausgewahlten 7. suis ES Proteine, die zusammen
mit den Aminoséuresequenzen im Anhang aufgefiihrt sind.

Exemplarisch fiir die Klonierung aller TSES Proteine sind die PCR-Produkte von TsES8 und
TsES9 in der Abbildung 3.2 A dargestellt. Von den 10 Proteinen, die fiir die Klonierung aus-
gewdhlt wurden, konnten nur 6 Proteine kloniert werden. Fiir die anderen 4 Proteine konnte
mit den verwendeten Primern und Bedingungen kein PCR-~-Produkt der gewiinschten Grofe
amplifiziert werden. Von den 6 erfolgreich klonierten Nukleotidsequenzen wurde die jeweilige
Expressionskassette gewonnen, sodass die Transfektion von L. tarentolae Zellen fiir die an-

schliefende Proteinherstellung erfolgen konnte (Abb. 3.2 B).

60



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

kb TsES8 kb TSES9

0,5

Abb. 3.2.: PCR-Produkte und Expressionskassette von ausgewéhlten T. suis Pro-
teinen (Exemplarisch fiir TSES8 und TsES9).

Dargestellt sind die PCR-Produkte von TSES8 (390 bp) und TsES9 (822 bp) im 1 %igen Aga-
rosegel, die mit Hilfe genspezifischer Primer aus T. suis cDNA durch PCR gewonnen wurden
(A). Die angegebenen Nukleotidgrofen beinhalten den Primerbereich. Beispielhaftes 1 %iges
Agarosegel mit spezifischer Expressionskassette, die durch den Verdau des jeweiligen Plasmids
pLEXSY-sat2 mit Swal gewonnen wurden (B). Es wurde eine 2-log DNA Ladder als Grofen-
marker und Midori Green als Farbelosung verwendet.[<— Expressionskassette, * Plasmidrest|

3.2.3. Proteinexpression

Die jeweiligen Proteine sollten von transfizierten L. tarentolae Zellen exprimiert und iiber Se-
kretion in das Kulturmedium abgegeben werden. Um zu iiberpriifen, ob rekombinante Proteine
im Kulturiiberstand vorhanden waren, wurden kleine Kulturen mit transfizierten L. tarentolae
Zellen hergestellt. Der jeweilige Kulturiiberstand wurde auf eine Ni-NTA-Agarose-Matrix ge-
geben, iiber die die His6-tag fusionierten rekombinanten Proteine gebunden und gereinigt
wurden. Alle 6 ausgewéhlten Proteine konnten aus dem Kulturiiberstand transfizierter L. ta-
rentolae Zellen isoliert werden, weshalb grofere Kulturen hergestellt wurden.

Die Reinigung der Proteine aus dem Kulturiiberstand von Grofskulturen mit bis zu 1L Ge-
samtvolumen erfolgte mit Hilfe der Fliissigchromatografie iiber HisTrapExcel Sdulen (Ab-
schnitt 2.5.3). Dabei wurden ebenfalls die His6-tag fusionierten rekombinanten Proteine aus
dem Kulturiiberstand an die Matrix der Sdule gebunden und gereinigt. Abbildung 3.3 zeigt
exemplarisch fiir TSES9 die klaren Proteinbanden der einzelnen Fraktionen (Durchlauf, Wasch-
fraktionen und Elutionsfraktionen) im SDS-Gel nach dem Férben mit Comassie.
Anschliefsend wurden 3-5 proteinhaltige Fraktionen der Elution vereinigt, gegen PBS dialy-
siert und iiber einen Sterilfilter gegeben, um die Proteine in vitro und in vivo einsetzen zu
konnen. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe eines BCA-Kits ermittelt und ergab, dass
bis zu 3mg Protein aus 500 ml Kultur gewonnen werden konnten. Die LPS-Konzentration

aller exprimierten Proteine lag unter 0,8 pg LPS/ug Protein.
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Abb. 3.3.: Fraktionen der Proteinreinigung von TsES9 (exemplarisch).

Dargestellt ist ein 12 %iges SDS-Gel mit den Fraktionen der Proteinreinigung von TSES9
(31,3kDa). Es wurden jeweils 16 pl der Fraktion aufgetragen. Die Proteinfarbung erfolgte mit
Coomassie. [Durchlauf - D, Waschfraktion - W, Elutionsfraktionen - E|

Die rekombinant hergestellten Proteine tragen am C-terminalen Ende einen His6-tag, iiber
den der spezifische Nachweis im Western Blot mdglich ist. Dieser Nachweis ist in Abblidung
3.4 fiir die His6-tag tragenden Proteine TSES8 und TsES9 aufgefiihrt. Ebenso konnten die
Proteine TSES1, TsES4, TsES5 und TsSES6 iiber anti-His-tag Antikorper detektiert werden
[Vetter, 2015].

Insgesamt wurden 6 von den 10 ausgewéhlten Proteinen des T. suis L1 ES mit Hilfe des
Leishmanien Expressionssystem kloniert, rekombinant hergestellt und gereinigt (Abb. 3.5).
Die exprimierten Proteine wurden mit Hilfe der Massenspektrometrie validiert und fiir in

vitro und in vivo Versuche verwendet.

A B
kDa TSES8 TSES9 +His, kDa TSES8TSESO + His,
46 46
30 =
23 . 23
17
17

Abb. 3.4.: Spezifischer Proteinnachweis von TsES8 und TsES9 im Western Blot
(exemplarisch).

Dargestellt ist ein 12 %iges SDS Gel (A) und der dazugehérende Western Blot (B) mit den
rekombinanten Proteinen TsES8(14,2kDa) und TsES9(31,3kDa). Es wurden 5pg Protein
aufgetragen. Die Proteinfarbung erfolgte mit Coomassie und der Proteinnachweis im Western
Blot mit anti-His6-tag Antikorpern(AP-konjugiert,1:200). Die Detektion wurde tiber eine AP-
Substratlosung durchgefiihrt. [+Hisg - Positivkontrolle p53-His(6)]
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Abb. 3.5.: Rekombinante und gereinigte TsES L1 Proteine.

Dargestellt ist ein 12%iges SDS-Gel mit den rekombinanten Proteinen TsESI
(55,5kDa), TsES4 (13,9kDa), TsES5 (39,1kDa), TsES6 (37,1kDa), TsES8(14,2kDa)
und TsES9(31,3kDa). Es wurden 1-2 ug Protein aufgetragen. Die Proteinfarbung erfolgte
mit Silber.

3.3. Analysen zur Immunmodulation durch rekombinante

Trichuris suis L1 ES Proteine

3.3.1. In vitro Analysen rekombinanter larvaler Trichuris suis L1 ES Proteine
Phanotypisierung dendritischer Zellen nach TsES/ TLR-Stimulation

Unsere vorangegangenen Arbeiten haben gezeigt, dass das Gesamt-ES von T. suis Larven in
vitro die Expression von Oberflichenmarkern dendritischer Zellen (DCs) nach TLR-Stimulation
mit CpG reduziert [Ebner et al., 2014]. Nachfolgend sollte tiberpriift werden, ob einzelne, re-
kombinant hergestellte Proteine des T. suis ES in &hnlicher Weise zu einer Reduktion der
Markerexpression fiihren.

Dazu wurden aus murinem Knochenmark generierte DCs mit oder ohne rekombinante T. suis
Proteine inkubiert und mit LPS oder CpG stimuliert. Der Haupthistokompatibilitatskomplex
(magjor histocompatibility complez MHC)-II ist konstitutiv auf DCs exprimiert, wird nach
Aktivierung der Zellen wahrend einer Infektion vermehrt exprimiert und bildet das erste
Signal fiir die Aktivierung von CD4" T-Zellen. Zusammen mit dem kostimulatorischen Mole-
kil CD86, welches als zweites Signal fungiert, wird die Aktivierung vervollstandigt [Murphy
et al., 2009]. Fiir die Differenzierung von CD4" T-Zellen zu Thl- bzw. Th2-Zellen sind Zyto-
kine und weitere kostimulatorische Molekiile entscheidend. Ox40L ist solch ein Kostimulator
auf der Zelloberflache von DCs, der speziell zur Induktion von Th2-Zellen beitrdgt [Jenkins
et al., 2007].
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Durch die Sekretion von IL-4 wird die Induktion von Th2-Zellen unterstiitzt, wohingegen die
Differenzierung zu Thl-Zellen hauptséichlich durch das Zytokin IL-12 induziert wird [Kaiko
et al., 2008].

A B LPS c CpG
30 3x10%
-Kontr. b
TS ¢ 3
- —=CpG k=) Q2O _2x10
e o w
© ¢ =
ODO g 10 1x10
O
0 0
&k N X DO DD & M D x
S SELLELELEE N {f{p,\g?,\g?@ <<? & PR
+LPS +CpG
o -Kontr. . 25 + 25
® __é';% 5 <20 220
£ 3 a
=g Q15
O 510 £ 10
I 9 g
S &5 <5
0 0
S8 e ok © P D ©
NN o N o > P PP D
\@\@,\&,\&@@Ggo& i_o)g_o@‘o‘o‘o‘o‘o
H + I
s LPS px10? +CpG
B +
+ 2
= =10
o A —
< © = 1x10°
X <
O 85
R
o : 0 0
o oR4oL” & ) & & P R I R
\lp°{p Q/% Q/% Q/% Q/% Q/% Q/% Vv « S &66&6 & ‘o%«go% &N
+LPS +CpG

Abb. 3.6.: Expression der Oberflichenmarker stimulierter DCs.

Aus dem Knochenmark generierte dendritische Zellen (3x10°) wurden mit 10 pg/ml TsES
Protein fiir 2,5h inkubiert und anschliefend fiir 20h mit 100 ng/ml LPS oder 1 uM CpG
stimuliert. Die Expression der Oberflichenmarker CD86 (A, B, C), MHC-II (D, E, F)
und Ox40L (G, H, I) wurde iiber Durchflusszytometrie analysiert. Je Oberflichenmarker ist
ein Histogramm dargestellt, dass die Expression fiir - Kontrolle (grau), LPS (schwarz) und
CpG (gestrichelt) zeigt (A, D, G). Daten stammen von 3 unabhéngigen Experimenten mit
insgesamt n=9 Wiederholungen (Mittelwert £+ SD). Statistische Analyse iiber einen Kruskal-
Wallis-Test mit anschliefslendem Post-hoc-Test (Dunn‘s multiple comparison) zwischen der
+ Kontrolle und den TsES behandelten Gruppen. [L.t.- Kontrolle mit gereinigtem Uberstand
nicht transfizierter L. tarentolael]

Die Expression der Oberflaichenmarker MHC-II, CD86 und Ox40L wurde durch die Stimula-
tion der DCs mit LPS und CpG erhoht (Abb. 3.6). Jedoch fiihrte die zusétzliche Inkubation
der DCs mit rekombinant hergestellten T. suis Proteinen zu keiner Reduktion der Markerex-
pression der LPS-stimulierten DCs (Abb. 3.6 B, E, H). Im Unterschied zur LPS-Stimulation
fiihrte die CpG-Stimulation bei den Oberflichenmarkern CD86 und Ox40L zu einer Expres-
sionssteigerung der gesamten Zellpopulation, weshalb die mittlere Fluoreszenzintensitét (mean
fluorescence intensity MFI) fiir diese Marker angegeben wurde (Abb. 3.6 A, C, G, I). Bei CpG-

stimulierten DCs wurde eine leichte Steigerung der Expression von CD86 (MFI 1,7x 10° -
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2,3x10%) und MHC-II (ca. 16 %-> ca. 18 %) durch die Behandlung mit allen TSES Proteinen
beobachtet (Abb. 3.6 C, I). Als Kontrolle fiir den Einfluss des Expressionssystems wurde ge-
reinigter Kulturiiberstand von untransfizierten Leishmanien-Zellen verwendet, der zu keiner
Regulation der Markerexpression der LPS-stimulierten DCs fiihrte (Abb. 3.6 B, E, H). Ebenso
wie die TSES Proteine fiihrte die Behandlung mit gereinigtem Uberstand nicht transfizierter
L. tarentolae zu einer leichten Steigerung der Expression von CD86 und MHC-II (Abb. 3.6 C,
I). Deshalb kann die Vergréferung der MFI-Werte von CD86 bzw. Vermehrung MHC-IIMs?
Zellen durch die Inkubation mit den TSES Proteinen nicht als proteinspezifische Beobachtung

bezeichnet werden.
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Abb. 3.7.: Zytokinlevel stimulierter DCs.

Aus dem Knochenmark generierte dendritische Zellen (3x10°) wurden mit 10 ug/ml TsES
Protein fiir 2,5h inkubiert und anschliefend fiir 20h mit 100ng/ml LPS oder 1 uM CpG
stimuliert. Die Zytokine IL-6 (A) und IL-12p40 (B) wurden im Zelliiberstand bestimmt.
Daten stammen von 3 unabhingigen Experimenten mit insgesamt n=7-9 Wiederholungen
(Mittelwert 4+ SD). Statistische Analyse iiber einen Kruskal-Wallis-Test mit anschliefendem
Post-hoc-Test (Dunn‘s multiple comparison) zwischen der + Kontrolle und den TsES behan-
delten Gruppen. Statistische Signifikanz ist durch * p<0,05; ** p<0,01 gekennzeichnet. [L.t.-
Kontrolle mit gereinigtem Uberstand nicht transfizierter L. tarentolae]

Die Zelliiberstdnde wurden am Ende der Stimulation gesammelt, um die Zytokinlevel von
IL-6 und IL-12p40 zu ermitteln. Die Stimulation der DCs mit CpG erhohte die Konzentra-
tion von IL-6 und IL-12p40, wobei die Behandlung mit den TSES Proteinen keinen Einfluss
auf die IL-6 und IL-12p40 Produktion hatte (Daten nicht aufgefiihrt). Im Gegensatz dazu
wurde das erhohte Zytokinlevel von IL-6 nach Stimulation mit LPS durch die Inkubation mit
rekombinant hergestellten 7. suis Proteinen signifikant von 76,8 £7,8 ng/ml auf 51-56 ng/ml
reduziert (Abb. 3.7 A). Damit einher ging die Reduktion der Konzentration von IL-12p40 von
435,9 £104 ng/ml auf 246-262ng/ml (Abb. 3.7 B). Einzig TSES1 zeigte bei dem verwendeten
statistischen Test keine signifikante Reduktion der IL-6 und IL-12p40 Konzentrationen. An-

ders als bei der Markerexpression, bei der die Inkubation der DCs mit gereinigtem Uberstand

65



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

nicht transfizierter L. tarentolae gleich der Behandlung mit TSES Proteinen war, wurden die
Zytokinlevel von IL-6 und IL-12p40 durch diesen gereinigten L. tarentolae Uberstand nicht
reduziert. Dadurch wird deutlich, dass die Reduktion der Zytokinlevel abhéngig von den re-

kombinanten TsES Proteinen war.

Antigenabhangige und -unabhingige T-Zellproliferation in Anwesenheit rekombinanter

Trichuris suis Proteine

Die initialen in vitro Analysen haben gezeigt, dass LPS-stimulierte DCs in Anwesenheit von
rekombinant hergestellten 7. suis Proteinen weniger IL-6 und IL-12p40 produzieren. Des Wei-
teren wurde fiir ES Produkte anderer Helminthen, wie z.B. H. polygyrus ES, beschrieben, dass
sie die T-Zellproliferation in vitro reduzieren und gleichzeitig die Expression von FoxP3 indu-
zieren konnen |Grainger et al., 2010]. Deshalb sollte der Einfluss der rekombinant hergestellten
T. suis Proteine auf die antigenabhéngige und -unabhéngige T-Zellproliferation untersucht
werden.

Fiir die antigenunabhéngige Proliferation wurden die rekombinant hergestellten Proteine zu
naiven, CFSE gefiarbten Milzzellen gegeben, die gleichzeitig {iber anti-CD3/anti-CD28 un-
spezifisch zur Proliferation angeregt wurden. Diese Stimulation fiihrte zur Proliferation der
CD4" und CD8" T-Zellen, die durch einen Anteil von 80 % CFSE!®Y Zellen in der positiven
Kontrolle gekennzeichnet waren. Die Zugabe von rekombinant hergestellten TsES Proteinen
hatte keinen Einfluss auf die Proliferation der CD4" und CD8" T-Zellen (Abb. 3.8 A, B).
Neben der Zellproliferation kann durch Helminthenprodukte auch die Differenzierung von T-
Zellen und deren Zytokinexpression beeinflusst werden. Deshalb wurden die Zelliibersténde
am Fnde der Stimulation gesammelt und die Zytokinlevel der Th2-Zytokine 1L-4, IL.-10 und
des Thl-Zytokins IFN+ ermittelt (Abb. 3.8 C, D, E). Alle untersuchten Zytokine wurden deut-
lich in den Ubersténden der positiven Kontrolle, jedoch nicht in der negativen Kontrollgruppe,
nachgewiesen. Dabei fiihrte nur die Behandlung mit TsES8 zu einer leichten Reduktion der
IL-4 Konzentration von 725 pg/ml auf 582 pg/ml (Abb. 3.8 D). Hingegen wurden durch alle

anderen TsES Proteine keine verédnderten Zytokinlevel gemessen.
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Abb. 3.8.: Antigenunabhingige T-Zellproliferation.

4x10° CFSE gefirbte Zellen der Milz wurden fiir 4 Tage mit 10 ug TsES Protein unter anti-
CD3/ anti-CD28 Bedingungen inkubiert. Die Proliferation von CD4" und CD8" T-Zellen
wurde analysiert (A). Die Konzentration der Zytokine IL-10, IL-4 und IFN~y wurde im Zell-
iberstand gemessen (C). Daten stammen von 2 unabhéngigen Experimenten mit insgesamt
n=6 Wiederholungen (Mittelwert £ SD). Statistische Analyse tiber einen Kruskal-Wallis-Test
mit anschlieflendem Post-hoc-Test (Dunn‘s multiple comparison) zwischen der + Kontrolle
und den TSES behandelten Gruppen.

Fiir die antigenabhéngige Proliferation wurde eine Ko-Kultur aus TsES behandelten, OVA-
beladenen DCs mit CFSE gefiarbten CD4" T-Zellen von OVA-transgenen Balb/c Miusen an-
gesetzt. Neben der Analyse der T-Zellproliferation wurde auch die Expression der Transkripti-
onsfaktoren FoxP3, GATA-3 und T-bet iiber spezifische Antikérperfarbungen am Durchfluss-
zytometer ermittelt (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9.: OVA-spezifische T-Zellproliferation.

Aus dem Knochenmark generierte DCs wurden mit 10 pg/ml TSES Protein fiir 24 h behandelt,
mit OVA beladen und als Ko-Kultur mit 4x10° CFSE gefirbten CD4" T-Zellen fiir 5 Tage
inkubiert. Die Proliferation von CD4", CD11c¢™ T-Zellen wurde der Gatingstrategie folgend
analysiert (A, B). Die Expression der Transkriptionsfaktoren FoxP3 (C), GATA-3 (D) und
Thbet (E) von CFSE!®"Y T-Zellen wurde analysiert. Daten stammen von 2 unabhingigen Ex-
perimenten mit insgesamt n—=5 Wiederholungen (Mittelwert 4+ SD). Statistische Analyse iiber

einen Kruskal-Wallis-Test mit anschliefendem Post-hoc-Test (Dunn‘s multiple comparison)
zwischen der + Kontrolle und den TSES behandelten Gruppen.
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FoxP3 ist ein Transkriptionsfaktor, der fiir regulatorische T-Zellen (Tregs) kennzeichnend ist
[Sakaguchi et al., 2008]. Die beiden Transkriptionsfaktoren Thet und GATA-3 sind Marker-
molekiile fiir die beiden CD4" T-Helfer Zelltypen Thl (Tbet) und Th2 (GATA-3), die unter
anderem die Expression Thl-typischer Zytokine (IFN~y, TNFf3) oder Th2-typischer Zytoki-
ne (IL-4, IL-13) induzieren [Kaiko et al., 2008|. Da Helminthen die Polarisation von CD4"
T-Zellen beeinflussen konnen, wurde die Expression der genannten Transkriptionsfaktoren
untersucht.

Die Proliferation der OVA-transgenen CD4" T-Zellen wurde bei allen OVA-behandelten Pro-
ben gemessen (Abb. 3.9 A, B). Die Zugabe von rekombinant hergestellten TSES Proteinen zu
den DCs hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation der CD4" T-Zellen (Abb.
3.9 B). Jedoch fiihrte die Behandlung mit TSES9 zu einer Proliferationssteigerung von 29 %
auf 53% und zu einer geringeren Frequenz der FoxP3-exprimierenden Zellen (Abb. 3.9 B,
C). Die Behandlung mit den Proteinen TSES1, TsES4 und TSES5 erhohte die Frequenz von
Thbet-exprimierenden Zellen im Vergleich zur positiven Kontrolle und induzieren daher Thl-
Zellen (Abb. 3.9 E). Signifikante Anderungen der Frequenzen der FoxP3-, GATA-3- oder
Thbet-exprimierenden Zellen durch die Inkubation der TSES Proteine mit den DCs wurden

nicht ermittelt.
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Abb. 3.10.: Zytokine nach OVA-spezifischer T-Zellproliferation.

Der Zelliiberstand der Ko-Kultur aus OVA-beladenen, TSES-Protein behandelten DCs und
CFSE gefiarbten CD4" T-Zellen wurde nach einer Inkubation von 5 Tagen gesammelt. Die
Konzentration der Zytokine IL-12p40 (A), IL-4 (B) und IFNy (C) wurde im Zelliiberstand
gemessen. Daten stammen von 2 unabhangigen Experimenten mit insgesamt n=5 Wiederho-
lungen (Mittelwert £ SD).
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Die Zelliiberstdnde wurden am Ende der Stimulation gesammelt und die Zytokinlevel von
IL-4, 11-12p40 und IFN~ ermittelt. Die Konzentration der Zytokine wurde durch die OVA-
Stimulation erhéht, jedoch wurden durch die Behandlung der DCs mit TSES Proteinen keine
signifikanten Anderungen Zytokinlevel gemessen (Abb. 3.10 A, B, C). Trotzdem wurde durch
die Behandlung mit TsES4 und TsES6 eine leichte Reduktion des IL-4 Levels detektiert (Abb.
3.10 B). Auferdem fiihrte die Behandlung mit TSES1 zu einer geringen Steigerung der IFN~
Konzentrationen im Vergleich zur positiven Kontrolle (Abb. 3.10 C). Damit zeigt vor allem
TsES1 durch héhere IFN~ Konzentrationen und einem Anstieg der Thet Expression eine eher

Thl induzierende Eigenschaft.

3.3.2. Préaventive Applikation rekombinanter Trichuris suis L1 Proteine im

Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung

Parallel zu den in vitro Experimenten wurden die rekombinant hergestellten 7. suis Proteine
in einem Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung untersucht. Es wurde in vorange-
gangenen Arbeiten gezeigt, dass das Gesamt-ES von 7. suis Larven in einem Mausmodell der
allergischen Atemwegserkrankung immunmodulatorisch wirkte [Ebner et al., 2014|. Es sollte
daher iiberpriift werden, ob die ausgewéhlten, rekombinant hergestellten 7. suis Proteine in
diesem in vivo Mausmodell ebenfalls die Infiltration von Immunzellen in die Lunge reduzieren
und die Lungenfunktion verbessern.

Das Asthma-Krankheitsmodell in der Maus, das OVA-induzierte Mausmodell der allergischen
Atemwegserkrankung (allergic airway hyperreactivity - AHR), ist ein akutes Modell fiir die
allergische Th2-Entziindung in der Lunge [Wills-Karp, 1999|. Es bietet die Moglichkeit Th2-
abhingige Immunreaktionen in einem relativ kurzen Zeitraum zu analysieren, die in der Lun-
ge durch die Ansammlung von Lymphozyten, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten,
gesteigerter Mukusproduktion und geschwichter Lungenfunktion charakterisiert ist [Taube
et al., 2004].

Zur Induktion der allergischen Atemwegserkrankung in der Maus wurde das unter Abschnitt
2.1.2 beschriebene und in Abbildung 3.11 A schematisch dargestellte Modell verwendet. Dazu
wurden die Tiere mit OVA systemisch sensibilisiert (i.p.) und iiber die intranasale Applikation
von OVA erfolgte nach 4 Wochen die allergische Reizung der Lunge. Neben den rekombinanten
Proteinen wurden folgende Kontrollen mitgefithrt: NaCl Sensibilisierung/ OVA Provokation
(Asthma negative Kontrolle), OVA Sensibilisierung/ OVA Challenge (Asthma positive Kon-
trolle) und OVA Sensibilisierung/ OVA Challenge - Behandlung mit 7. suis L1 Gesamt-ES

(positive Kontrolle der Immunmodulation).
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Abb. 3.11.: Praventive Applikation rekombinanter T. suis L1 Proteine im Maus-
modell der allergischen Atemwegserkrankung.

Dargestellt ist das Schema zur Induktion der allergischen Atemwegserkrankung in der Maus
mit préventiver TSES Behandlung (A). Die Gesamtzellzahl (B) und der Anteil eosinophiler
Granulozyten (C) in der BAL wurde bestimmt. Daten stammen von 2 Experimenten mit
insgesamt n=>5-10 Wiederholungen pro Gruppe (Mittelwert &+ SD). Statistische Analyse iiber
einen Kruskal-Wallis-Test mit anschliefendem Post-hoc-Test (Dunn‘s multiple comparison)
zwischen der positiven Kontrolle und den TSES behandelten Gruppen. Statistische Signifi-
kanz ist durch * p<0,05 gekennzeichnet.

Ein fiir die allergische Atemwegserkrankung charakteristischer Parameter ist die Einwande-
rung eosinophiler Granulozyten und weiterer Immunzellen in die Lunge. Um diese Zellen zu
analysieren wurde eine Lungenspiilung (Brochoalveolare lavage - BAL) durchgefiihrt und die
Gesamtzellzahl in der BAL-Fliissigkeit bestimmt. Die hochste Zellzahl (3,2-3,8 x10° Zellen)
wurde bei der positiven Kontrollgruppe und der TsES4 behandelten Gruppe ermittelt, die
gekennzeichnet waren durch eine hohe Varianz innerhalb der Gruppen (Abb. 3.11 B). Die
vorherigen Ergebnisse bestétigend kam es zu einer Reduktion der Zellzahl in der BAL durch
die Behandlung mit 7. suis L1 ES. Die Proteine TsES1 und TsES6 fiihrten ebenfalls zu ei-
ner deutlichen Reduktion der Gesamtzellzahl in der BAL (Abb. 3.11 B), wobei TSES1 die
Gesamtzellzahl wesentlich stérker verringerte als T. suis L1 ES. Durch eine Behandlung mit
TsES1 wurde eine Gesamtzellzahl von 1,1 x10° Zellen erreicht, die fast dem Wert der negati-
ven Kontrollgruppe (1,0 x10% Zellen) entsprach.

Des Weiteren wurden die Zellen der BAL auf Objekttriger zentrifugiert und mit Hilfe eines
DiffQuick-Farbekits angefiarbt, um eine Differential-Zellzahlung durchzufiihren. Der Anteil an

eosinophilen Granulozyten in der Lunge stieg von 0 % auf 46 % fiir die positive Kontrolle (Abb.
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3.11 C). Durch eine Behandlung mit 7. suis L1 ES wurde der Anteil eosinophiler Granulo-
zyten in der Lunge signifikant reduziert (Abb. 3.11 C). Daneben fiihrte nur die Behandlung
mit TSES1 zu einer deutlichen Abnahme der eosinophilen Granulozyten von 46 % auf 23 % in
der BAL. Unsere initialen Versuche bestétigten, dass sogar einzelne Komponenten des T. suis
L1 ES zur Reduktion von infiltrierenden Immunzellen im Mausmodell der allergischen Atem-

wegserkrankung fithren.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die rekombinant exprimierten TSES Prote-
ine die IL-6 und IL-12p40 Zytokinproduktion von LPS-stimulierten DCs signifikant reduzie-
ren. Jedoch fiihrte die Behandlung nicht zu einer signifikanten Anderung der Expression von
Oberflichenmarkern der stimulierten DCs. Die antigenabhéngige T-Zellproliferation wurde
durch die Inkubation der DCs mit TSES9 leicht gesteigert, wobei die Frequenz der FoxP3-
exprimierenden Zellen reduziert vorlag. Die Frequenz CD4" T-Zellen, die den Transkripti-
onsfaktor Thet exprimieren, erhéhte sich bei der OVA-abhéngigen T-Zellproliferation nach
DC-Behandlung mit dem Protein TsES1. Ebenso wurde eine héhere IFN~-Konzentration in
der TsES1 behandelten Gruppe detektiert. In vivo ergab die Behandlung mit den sechs TsES
Proteinen in dem Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung, dass nur das Protein
TsES1 dhnlich dem 7. suis L1 ES zu einer signifikanten Abnahme der eosinophilen Granulo-
zyten in der BAL fiihrt. Insgesamt wurden erste regulatorische Eigenschaften der rekombinant
hergestellten TSES Proteine in den ausgewéhlten in wvitro und in vivo Modellen beobachtet,
wobei vor allem das Protein TsES1 mit der deutlichen Reduktion der Eosinophilie in der

Lunge im Asthmamodell auffiel.

3.4. Das Trichuris suis L1 ES Protein TsES1

3.4.1. TsES1 besitzt Homologien zu Chitinasen

Das rekombinant hergestellte T. suis Protein TsES1 hat im Mausmodell der allergischen
Atemwegserkrankung die Anzahl der infiltrierenden eosinophilen Granulozyten in der Lunge
reduziert. Als néchstes wurde das Protein und seine moglichen biochemischen Eigenschaften
genauer untersucht.

Die Proteinsequenz von TsES1 ist 509 Aminoséuren (AS) lang und besitzt eine Signalsequenz
(AS 1-21) zur Sekretion. Das Protein ist mit 55kDa ein mittelgrofes Protein und trégt eine
fiir Chitinasen typische Enzymdomé&ne (Abb. 3.12 A). Diese Doméne ist durch das Motiv

DxDxE gekennzeichnet und weist auf das aktive Zentrum des Enzyms hin. Des Weiteren wur-
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de fiir die Sequenz von TSES1 eine Chitinase-Binde-Doméne (chitin binding domain-CBD)
am C-terminalen Ende der Proteinsequenz identifiziert (Abb. 3.12 A). Damit besitzt das Pro-
tein TSES1 eindeutige Charakteristika der Enzymklasse der Chitinasen, die zur Familie der
Glykosylhydrolasen 18 (GH-18) gehoren und Chitin abbauen.

Zusétzlich wurde ein Abgleich der Proteinsequenz von TsES1 mit der Proteindatenbank von
NCBI durchgefiihrt. Dazu wurden Proteinsequenzen von 8 identifizierten Proteinen bekannter
Nematoden ausgewahlt und iiber Alignment-Analysen mit TsES1 verglichen. Die Proteinse-
quenz von TSES1 zeigt deutliche Homologien zu den Chitinasen anderer Nematoden (Abb.
3.12 B). Mit 89 % wurde fiir TSES1 die hochste Sequenzidentitat zu der Acidic Mammalian
Chitinase (AMCase) von dem nahe verwandten Nematoden 7. trichiura ermittelt. Zu 7 wei-

teren Nematodenchitinasen zeigte TSES1 Sequenzidentitdten von 41-49 %.

MKTAILIFLATILTLKPKAKCAAESGARSVCNTVRRRSAGMLRKDSQDASDEKYVRGCYF 60

TNWAQYRPGNGKYNPEHYQANLCEYIFYAFAKLNDDFTVDQFEWNDIDVLYPGVMKQKSS 120
QPDLKVLLSLGGWNAGTATFKKMAATYSNRAKFISSLVSFLQONKFDGFDLDWEYPESSD 180
KENYLLLCQEILAKFEEVAKCTSTSRLLFTAAVSANPKTVDAGYDVPALAKVLDFVNLMC 240
YDFHGAWETQTGINSPLYSRKEDSSEFKMWNVEQSSKYWSDKGMPKKQIIIGLPTYGRGW 300
TLSDASKTDIGAPAQGSSTATEYLREAGVISYYEVCQKLSSGAKRVWDDESKTPYLVQGN 360
OWFSYDDVESMKAKINWIKQENYGGAFVWTLDYDDFLGSFCTEHNGKKYPLISILMQEILG 420
GGYVPPSTESTTSQVTTTPSTTTSTTSPAGAFQCPSDGLFPDPESCSNFYQCAGGTAYKM 480
KCPTGLMFNPKTSTCDYPSNVDCQEKTIT 509

Glycosyl
Hydrolase

[N. americanus]
Chitinase Chitinase

[O. volvulus] 46% [A. viteae]
1% 42%
TsES1 Putative

45% Endochit.
[T. spirales]

AMCase gq0
[T. trichiura] 89% [T. suis]

49% 42%
Putative 41%
Endochit.
[A. suum]  Cuticular
Endochit.
[W. bancrofti]

Chitinase
[B.malayi]

Abb. 3.12.: Sequenzanalyse des T. suis L1 Proteins TsES1.

Der Vergleich der Proteinsequenz von TsES1 zu Chitinasen anderer Nematoden zeigt die Se-
quenzidentitéat zwischen den Proteinen (A). Fiir das Alignment und die Berechnung der pro-
zentualen Ahnlichkeit wurde ClustalOmega verwendet. Die Aminoséuresequenz des 7. suis
Proteins TSES1 (509 AS) ist dargestellt (B). [unterstrichen - Signalpeptid, dick hervorgeho-
bene Aminosduren - Enzymmotiv von Chitinasen, dick und kursiv - Chitin-Binde-Doméne|
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Als néchstes sollte iiberpriift werden, ob das rekombinant hergestellte Protein TsES1 auch
in natiirlicher Form im 7. suis L1 ES nachgewiesen werden kann. Dazu war es notig TsES1-
spezifische Antikorper zu generieren (siehe Abschnitt 2.1.3), die fiir die Analyse des ES von
T. suis L1 Larven zusammen mit dem rekombinant hergestellten TsES1 Protein (495 Amino-
sauren, 55,5kDa) im Western Blot benétigt wurden (Abb. 3.13 A, B). Als Kontrollproteine
wurden zwei weitere rekombinant hergestellte T. suis L1 ES Proteine mitgefiihrt.

In dem aufgetrennten 7. suis L1 ES wurde nach Silberfarbung eine Bande auf Héhe von TsES1
(55,5kDa) sichtbar (Abb. 3.13 A), die ebenfalls mit TsES1-spezifischen IgG-Antikorpern de-
tektiert wurde (Abb. 3.13 B). Damit konnte natiirlich exprimiertes TsES1 mit Antikorpern,
die gegen das rekombinant hergestellte Protein TsES1 gebildet wurden, im larvalen Uberstand
nachgewiesen werden. Da die anderen rekombinanten TsES Proteine nicht detektiert wurden,
konnte geschlussfolgert werden, dass His6-tag spezifische Antikérper vermutlich kaum gebildet

wurden.

Abb. 3.13.: Detektion von TsES1 im ES von T. suis L1 Larven.

12 %iges SDS-Gel der Proteine T. suis L1 ES, TsES1(55,5kDa), TsES6(37,1kDa) und
TsES9(31,3kDa) nach Silberfarbung (A). Mit Hilfe von anti-TSES1 spezifischen IgG-
Antikorpern (1:500) erfolgte die Detektion im Western Blot (B).

3.4.2. TsES1 ist als Chitinase aktiv

Durch die Analyse der Proteinsequenz wurde fiir das Protein TsES1 ein Chitinasemotiv identi-
fiziert. Es sollte nun tiberpriift werden, ob das rekombinant hergestellte TSES1 eine Chitinase-
aktivitdt aufweist. Dazu wurde ein Chitinase-Assay durchgefiihrt, bei dem zwei verschiedene
Chitinasesubstrate zur Unterscheidung von Endo- und Exo-Chitinasen eingesetzt wurden.
Endo-Chitinasen schneiden innerhalb des Chitinmolekiils, wohingegen Exo-Chitinasen vom
Ende einzelne N-Acetylglucosamin-Einheiten abtrennen [Henrissat and Davies, 1997].

Fiir das rekombinant hergestellte TsES1 konnte nachgewiesen werden, dass es sowohl eine
Endo- als auch Exo-Chitinaseaktivitét besitzt (Abb. 3.14). Als Kontrolle wurde eine Chi-

tinase von Trichoderma viride eingesetzt, die erstaunlicherweise eine geringere Aktivitdt als
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TsES1 zeigte. Wenn das Protein TsES1 Hitze-inaktiviert wurde, konnte keine enzymatische
Aktivitédt fiir beide Substrate festgestellt werden.

Es wurde einleitend erwéhnt, dass T. suis Larven im Darm ihres Wirtes schliipfen und sich
durch mehrmaliges Hauten weiterentwickeln. Bei diesem fiir Helminthen typischen Entwick-
lungsmechanismus iibernehmen Enzyme, wie z.B. Chitinasen eine wichtige Rolle. Sie unter-
stiitzen das Schliipfen aus dem Ei und die Hautungsprozesse |[Tachu et al., 2008|. Zusétzlich
herrscht im Darm der Schweine ein relativ saures Milieu, weshalb die Enzyme der Parasiten
stabil und resistent sein sollten, um enzymatisch aktiv zu sein. Deshalb wurde die Stabilitat
des rekombinant hergestellten Proteins TsES1 und dessen pH-abhéngige Chitinaseaktivitat
iiberprift.

Es wurde gezeigt, dass TsES1 fiir 1h bei 50°C erhitzt werden kann, ohne das dies einen
Einfluss auf die Chitinaseaktivitdt hat (Abb. 3.15 A). Ab einer Temperatur von 60°C und
hoher wurde keine enzymatische Aktivitdt mehr gemessen. Zur Identifizierung des optimalen
pH-Wertes fiir die Aktivitdt der Chitinase TsES1 wurde der Assay bei unterschiedlichen pH-
Werten durchgefiihrt. Bei einem pH-Wert zwischen 4-7 wurde fiir das rekombinant hergestellte
Protein TSES1 eine optimale Chitinaseaktivitét ermittelt (Abb. 3.15 B).

Das bedeutet, dass das T. suis Protein TsES1 eine Chitinase ist, die als rekombinantes Pro-
tein eine starke Chitinaseaktivitdt hat und Homologien zu Chitinasen anderer Helminthen
aufweist. Aufterdem ist TSES1 relativ hitzestabil und auch bei einem pH-Wert von 4 noch en-
zymatisch aktiv, sodass diese Chitinase im Darm von Schweinen beim Schliipfen der Larven

beteiligt sein konnte.
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Abb. 3.14.: Chitinaseaktivitidt von rekombinantem TsES1.

Die Endo- (A) und Exo-Chitinaseaktivitdt (B) von TSES1 wurde ermittelt. Die jeweilige
Substratlosung wurde 30 min bei 37°C mit 50 ng TsES1 oder der Kontrolle inkubiert. Die
Chitinaseaktivitat wurde anhand einer Standardkurve berechnet.[Kontr. - Kontrollchitinase
von Trichoderma viride]
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Abb. 3.15.: Temperatur- und pH-Wert-abhingige Chitinaseaktivitidt von rekombi-
nantem TsES1.
Die Chitinaseaktivitat von TsES1 nach einstiindiger Hitzebehandlung wurde fiir die Substrate
der Endo- und Exo-Chitinase ermittelt (A). Das pH-Optimum der TsES1 Chitinase wurde
iber Substratlosungen verschiedener pH-Werte ermittelt (B). Die jeweilige Substratlosung

wurde 30 min bei 37°C mit 50ng TsES1 inkubiert. Die Chitinaseaktivitidt wurde anhand ei-
ner Standardkurve berechnet.

3.4.3. Proteinstruktur von TsES1

Chitinasen bilden eine grofse Enzymgruppe, die von allen prokaryotischen und eukaryotischen
Organismen gebildet werden [Adrangi and Faramarzi, 2013|. Zu diesen Enzymen sind 223
Strukturanalysen (Stand Mérz 2018) in der PDB-Datenbank hinterlegt, jedoch befand sich
keine einzige Struktur von einer Helminthenchitinase darunter. Deshalb wurde in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe Makromolekulare Kristallografie von Dr. Manfred Weiss des Helmholtz-
Zentrum Berlin die Struktur des Proteins TsES1 untersucht. Zusammen mit Dr. Piotr Malecki
wurden die Proteinkristalle hergestellt und Diffraktionsdaten unter Nutzung hochintensiven
Rontgenlichts von Synchrotronstrahlungsquellen aufgenommen.

Um die Struktur des Proteins TSES1 analysieren zu kénnen, mussten die richtigen Bedingun-
gen fiir die Kristallisation gefunden werden. Dazu wurde als erstes mit Hilfe eines Thermofluor-
Assays der passende Puffer identifiziert, in dem das Protein TsES1 mdglichst stabil vorliegt
(siehe Abschnitt 2.6.7). Wie schon beim Chitinase-Assay festgestellt wurde, ist TSES1 ein
relativ stabiles Protein, sodass mehrere Pufferbedingungen gleichermafien die Stabilitét des
Proteins unterstiitzten. In einem 50 mM HEPES-Puffer (pH 7) denaturierte das rekombinante
Protein TSESI bei einer Temperatur von 64 °C. In 50 mM Natriumcitrat-Puffer (pH 4) hinge-
gen war das Protein weniger stabil und denaturierte bereits bei einer Temperatur von 47 °C.
Deshalb wurde fiir TSES1 in den weiteren Schritten der Kristallisation ein HEPES-Puffer ver-
wendet.

Als néchstes sollte der richtige Kristallisationspuffer bestimmt werden. Dazu wurde das rekom-

binant hergestellte Protein TsES1 auf eine Endkonzentration von 33 mg/ml eingestellt und
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mit den Pufferlésungen verschiedener Screens auf Kristallisationsplatten verteilt. Bei einer
Temperatur von 20 °C wurden die mit Folie verschlossenen Platten inkubiert und regelméfig
am Mikroskop auf Kristallwachstum iiberpriift. Dabei fiithrten fiinf Pufferlésungen des JSCG-
plus Screens zur Ausbildung von Proteinkristallen mit einer Gréfe von 0,07-0,22 mm. Die
gewachsenen Kristalle wurden mit Nylon-Schlaufen aus der Lésung genommen, kryokonser-
viert (25 % Ethylenglycol) und in fliissigem Stickstoff bis zur Messung aufbewahrt.

Die Aufnahme von Rontgen-Diffraktionsdaten, die Prozessierung der gemessenen Rohdaten
und die Strukturbestimmung wurden von Dr. Piotr Malecki durchgefiihrt. Dabei entstanden
in einem Kristallisationspuffer des JSCG-plus Screens bestehend aus 25 % PEG 8000, 20 mM
Ammoniumsulfat und 100 mM Bis-Tris pH 7 gut messbare Proteinkristalle von TsES1. Eine
Tabelle mit den kristallographischen Parametern zu der finalen Struktur von TsES1 befindet
sich in der Tabelle 3.2.

Tab. 3.2.: Daten der Kristallanalyse.

TsES1
Datensammlung
Raumgruppe C2
Zellkonstanten a; b; ¢ (A) 196; 52,6; 93.5
a; B; v (°) 90; 108,8; 90

Wellenlinge (A) 0,91841
Auflésung 47,9-1,65
Alle Reflexe 609875
Unabhéngige Reflexe 209810
Vollstandigkeit 98,3 (97,4)
Rmerge (%) 8,2 (270)
I/o (1) 7,42 (0,31)
Verfeinerung
Anzahl verwendeter Reflexe 209322
Anzahl Reflexe im Test 2200
R-Faktor 0,198
Rree 0,219
r. m. s.-Abweichungen

Bindungslangen 0,007

Bindungswinkel 0,863
Mittlerer B-Faktor 44,11
Ramachandran Statistik
Reste in bevorzugten Regionen (%) 98,91
Reste in erlaubten Regionen (%) 1,09
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Die identifizierte Proteinstruktur von TsES1 ist charakterisiert durch die fiir Chitinasen typi-
sche Kernregion mit 8 -Faltblattern, die von mehreren a-Helices umschlossen werden (Abb.
3.16 A, B, C). Das aktive Zentrum mit dem Chitinase-Motiv DxDxE wurde in der Abbil-
dung 3.16 A2 vergrofert. Als Besonderheit fiir das Protein TsES1 wurde festgestellt, das
Proteindimere im Kristall existieren. Die Region mit der Aminosdure Cigg, die fiir die Dime-
risierung verantwortlich ist, wurde in der Abbildung 3.16 Al vergréfert dargestellt. Um zu
iiberpriifen, ob das Protein auch in Losung Dimere bildet, wurde das Protein mit zwei ver-
schiedenen Ladepuffern iiber ein SDS-Gel analysiert. Dabei wurden Ladepuffer mit und ohne
[B-Mercaptoethanol verwendet, dessen Anwesenheit zur Reduktion von Disulfidbriicken fiihrt.
Die Analyse ergab, dass in Abwesenheit des Reduktionsmittels eine zweite, grofere Protein-
bande von ca. 75 kDa sichtbar wurde (Abb. 3.16 D). Damit wurde gezeigt, dass TsES1 auch
in Losung als Dimere vorliegen kann.

Es konnte von dem Protein TsES1 nur die Struktur im Bereich von Aminosédure 32 bis 400
analysiert werden, da sich der C-terminale Teil (AS 401-495) nicht darstellen liefs. Wie sich
mit Hilfe der Massenspektrometrie herausgestellt hat, wurde der C-Terminus von dem restli-
chen Protein wihrend der Kristallisation abgeschnitten. Der Grund und genaue Prozess der
Abspaltung des C-Terminus wurde bisher nicht untersucht. Da der C-Terminus iiber eine
Linker-Sequenz bestehend aus vielen Wiederholungen der Aminosédure Threonin verfiigt, wird
dieser Sequenzbereich auch als ungeordnete Region (unordered region) bezeichnet. Diese Re-
gion ist strukturell flexibel und instabil, sodass es hier leicht zum Abtrennen der Sequenz
kommen konnte. Fiir viele andere Chitinasestrukturen konnte der C-Terminus bisher eben-
falls gar nicht oder nur unvollstdndig strukturell analysiert werden.

Zusatzlich wurde ein Struktur-Alignment von TsES1 mit bekannten Chitinasestrukturen von
Mensch und Maus durchgefiihrt, da bisher keine Chitinasestrukturen anderer Helminthen zur
Verfiigung standen (Abb. 3.16 D). Bei dem Alignment wurden besonders éhnliche Bereiche der
Strukturen rot dargestellt und je mehr die Strukturen voneinander abweichen, desto stéarker
andert sich die Farbe von orange/gelb zu griin/blau. Ein grofer Teil der Proteinstrukturen,
vor allem die Kernregion mit dem aktiven Zentrum, wurde als sehr dhnlich identifiziert (rot
dargestellt). Einige Strukturbereiche, die auf den Aufenseiten des Proteins liegen, weisen mitt-
lere (orange/ gelb) bis starke (griin/blau) Unterschiede untereinander auf. Dabei fithren auch

deutliche Unterschiede in der Aminosduresequenz zu stiarkeren Unterschieden in der Struktur.
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TsES1 TsESH1
kDa + B-Merc. - p-Merc.

Abb. 3.16.: Protein-Kristallstruktur von TsES1.

Dargestellt ist die Proteinstruktur von TsES1 (A) mit Vergroferungen der Dimerverbindung
(A.1) und des aktiven Zentrums (A.2) sowie eine um 90° gedrehte Darstellung der Protein-
struktur von TSES1 (B) [S-Faltblitter - blau, a-Helices - rot|. Zusétzlich wurde die monomere
Struktur von TSES1 mit direktem Blick auf das aktive Zentrum aufgefithrt (C) Struktura-
lignment von TSES1 mit den Proteinen AMCase (3FXY, Mensch), Chitl (1GUV, Mensch),
Chi3ll (INWR, Mensch) und Ym1 (1VF8, Maus) (D). Ahnliche Strukturbereiche sind rot
dargestellt, wobei sich die Proteinsequenzen und - strukturen von orange/gelb bis griin/blau
immer mehr unterscheiden. Dargestellt ist ein 12 %iges SDS-Gel von TsES1 (55 kDa) mit und
ohne f-Mercaptoethanol im Ladepuffer nach Silberfarbung (E).

Zusammenfassend wurde das im 7. suis L1 ES identifizierte Protein TsES1 nach Analyse der
Aminoséduresequenz als eine Chitinase identifiziert und durch das rekombinant hergestellte
Protein, das eine Exo- und Endo-Chitinaseaktivitdt zeigte, als eine Chitinase bestétigt. Au-
flerdem war die Chitinaseaktivitdt bis zu einer Temperatur von 50°C und einem pH-Wert
von 4-7 stabil. Des Weiteren konnte mit Hilfe TsES1-spezifischer IgG Antikérper natiirlich
exprimiertes TsES1 im ES von T. suis L1 Larven detektiert werden. Zusétzlich konnte die
Proteinstruktur von TsES1 mit einer Auflésung von 1,65 A erbracht werden, die als Beson-
derheit eine Disulfidbriicke an Position Cigg aufweist. Damit wurde die erste Struktur einer
Helminthenchitinase identifiziert, die teilweise als Dimer vorliegt und deren monomere Form

deutlich der Struktur humaner und muriner Chitinasen dhnelt.

79



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

3.5. Analysen der modulierten Immunantwort durch TsES1 im

Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung

3.5.1. TsES1 reduziert die Infiltration von Immunzellen in die Lunge

Das rekombinant hergestellte 7. suis L1 Protein TSES1 hat in ersten in vivo Experimenten den
Anteil eosinophiler Granulozyten in den Lungen asthmatischer M&use signifikant reduziert.
Um die TsES1 vermittelten Effekte genauer zu untersuchen, wurden vertiefende Analysen im
selben Mausmodell durchgefiihrt.

Neben der Behandlung der Tiere mit TsES1 (OVA TsES1) wurde eine Gruppe mit Hitze-
inaktiviertem TsES1 (OVA TsES1 inakt.) behandelt, um die Abhéngigkeit von der Integritét
und Funktion des Proteins zu untersuchen. Zusétzlich zu dem initialen Versuchsablauf er-
folgte an Tag 30 die Messung der Lungenfunktion im Doppelkammer-Plethysmograph (Abb.
2.1), wodurch es moglich ist physiologische Anderungen der Lungenfunktion nicht-invasiv zu
erfassen.

Die Gesamtzellzahl in der BAL wurde nach einer Lungenspiilung bestimmt. Wie in unseren
Vorversuchen wurde durch die Behandlung mit TsSES1 die Anzahl der in die Lunge einwan-
dernden Zellen signifikant gemindert (Abb. 3.17 A). Ebenso fiihrte die Behandlung mit in-
aktiviertem TsES1 zu einem Riickgang der Zellzahl in der BAL, jedoch war diese Reduktion
nicht signifikant.

Die Zunahme der eosinophilen und neutrophilen Granulozyten in der BAL der OVA positi-
ven Kontrollgruppe wurde durch die Behandlung mit TsES1 und inaktiviertem TsES1 abge-
schwécht (Abb. 3.17 D, E). Jedoch fiihrte nur die Behandlung mit TsES1 zu einer signifikanten
Reduktion der Anzahl eosinophiler Granulozyten in der BAL (Abb. 3.17 D). Die Zellzahl der
Makrophagen wurde durch keine der Behandlungen signifikant beeinflusst (Abb. 3.17 B). Die
Anzahl der Lymphozyten in der BAL wurde in der OVA positiven Kontrollgruppe erhéht und
durch die Behandlung mit TSES1 oder inaktiviertem TSES1 nicht signifikant reduziert (Abb.
3.17 C).
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Abb. 3.17.: Infiltrierende Immunzellen der gereizten Lunge.

Die Zellzahl in der BAL von M&usen mit allergischer Atemwegserkrankung wurde bestimmt
(A). Die Differential-Zellzahl der Makrophagen (B), Lymphozyten (C), eosinophilen Granu-
lozyten (D) und neutrophilen Granulozyten (D) wurde nach Diff-Quick-Farbung ermittelt.
Daten stammen von 2-3 unabhéngigen Experimenten mit insgesamt n==8-13 Wiederholun-
gen (Mittelwert £ SEM). Statistische Analyse iiber einen Mann-Whitney-Test. Statistische
Signifikanz ist durch * p<0,05; ** p<0,01 gekennzeichnet.

Zuséatzlich zur Farbung der Zellen auf Objekttragern erfolgte die Analyse der Zellen aus der
BAL am Durchflusszytometer. Durch die Expression bestimmter Oberflaichenmarker konnten
die Zellen eindeutig bestimmt werden und mehr Zellen in kiirzerer Zeit analysiert werden.
Die Zellen wurden nach eosinophilen Granulozyten (CD45"/ CD11c¢"/ CD11b"/ SiglecF "/
Gr1'°V), alveoliren Makrophagen (CD45%/ CD11b"/ CD11c"/SiglecF") und neutrophilen
Granulozyten (CD45% / CD11c¢"/ CD11b*/ SiglecF-/ Gr1"h) unterschieden und gezihlt (Abb.
3.18 A). Auch mit dieser Methode wurde nachgewiesen, dass die erhthte Frequenz der eosi-
nophilen Granulozyten in der positiven Kontrollgruppe durch die Behandlung mit TsES1
signifikant reduziert wurde (Abb. 3.18 B). Diese Infiltrationsabnahme wurde nicht bei der Be-
handlung mit inaktiviertem TSES1 beobachtet. Der Anteil an alveoldren Makrophagen wurde
durch die Induktion der allergischen Atemwegserkrankung verringert, dass in der vorheri-
gen Messmethode nicht festgestellt wurde. (Abb. 3.18 C). Dabei brachte die Behandlung mit
TsES1 eine signifikante Steigerung der Frequenz von alveoldren Makrophagen im Vergleich
zur positiven Kontrollgruppe. Die Frequenzen der neutrophilen Granulozyten wurde durch

die Behandlungen nicht signifikant beeinflusst, einhergehend mit den Daten der Cytospinana-

lyse (Abb. 3.18 D).
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Abb. 3.18.: Durchflusszytometrische Analyse von infiltrierenden Immunzellen der
gereizten Lunge.

Am Durchflusszytometer wurden die CD45" Zellen der BAL von Miusen mit allergischer
Atemwegserkrankung der Gatingstrategie folgend analysiert (A). Eingeteilt nach eosinophilen
Granulozyten(B), alveoldren Makrophagen (C) und neutrophilen Granulozyten (D) wurden
die Zellfrequenzen bestimmt. Daten stammen von 2-3 unabhéngigen Experimenten mit ins-
gesamt n=8-13 Wiederholungen (Mittelwert + SEM). Statistische Analyse {iber einen Mann-
Whitney-Test. Statistische Signifikanz ist durch * p<0,05; ** p<0,01 gekennzeichnet.

Im Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung kommt es vor allem durch die Ex-
pression von I-4 in B-Zellen zum Antikoérper-Klassenwechsel, wodurch vermehrt IgG1- und
IgE-Antikorper gebildet werden [Corry et al., 1996]. Eine geringere Entziindung in der Lunge
sollte daher mit einer Minderung der induzierten Antikorper einhergehen. Der Anstieg der
Gesamt-IgE und IgG1-Konzentration im Serum von OVA-behandelten M&usen wurde durch
die Gabe von TsES1 oder inaktiviertem TSES1 nicht reduziert (Abb. 3.19 A, C). Im Gegen-
satz dazu wurden OVA-spezifische IgG1-Antikorperlevel in der mit TsES1 und inaktiviertem
TsES1 behandelten Gruppe verringert (Abb. 3.19 D). Die OVA-spezifische IgE Konzentration
wurde in der positiven Kontrollgruppe erhéht, jedoch nicht durch TsES1 und inaktiviertem
TSES1 gesenkt (Abb. 3.19 B). Somit kann auf Grundlage der Antikérperdaten nur von einer

schwach gemilderten Entziindung in der Lunge ausgegangen werden.
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Abb. 3.19.: IgG1- und IgE-Level im Serum asthmatischer Méiuse.

Im Serum von M&usen mit allergischer Atemwegserkrankung wurden die Antikérperlevel von
Gesamt-IgE (A), OVA-IgE (B), Gesamt-IgG1 (C) und OVA-IgG1 (D) bestimmt. Daten stam-
men von 3 unabhéngigen Experimenten mit insgesamt n=8-12 Wiederholungen (Mittelwert
+ SEM). Statistische Analyse iiber einen Mann-Whitney-Test. [ns- nicht signifikant, nd- nicht
detektierbar|

Die allergieinduzierte Entzlindung in der Lunge fiihrt auflerdem zur gesteigerten Expression
von Th2-typischen Zytokinen und Chemokinen [Wills-Karp, 1999]. Deshalb wurden in der
BAL-Fliissigkeit die Zytokin- (IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, IL-18) und Chemokinlevel (CxCL1,
CCL3, CCL5, CCL11) bestimmt, die alle in der positiven Kontrollgruppe im Vergleich zur
negativen Kontrollgruppe erhoht waren (Abb. 3.20). Die Behandlung mit TsES1 und inakti-
viertem TSES1 verstéirkte die Expression der Zytokine I1.-4 (Abb. 3.20 A), IL-18 (Abb. 3.20
E) und des Chemokins CCL3 (Abb. 3.20 G). Im Gegensatz dazu wurde durch die Applika-
tion von TsES1 die CCL5-Konzentration gegeniiber der positiven Kontrollgruppe verringert
(Abb. 3.20 H). Aukerdem wurde bei der inaktivierten TSES1-Behandlungsgruppe eine leichte
Zunahme der IL-6, I1L-13 und CxCL1-Konzentration im Vergleich zur positiven Kontrolle ge-
messen. Somit kann denaturiertes TsES1 trotz des Strukturverlustes die Zytokinexpression in
der Lunge erhohen. Damit wurden die Th2-typischen Zytokine eher in ihrer Expression durch

TsES1 gesteigert und sprechen fiir eine etwas stirkere Entziindungsreaktion.

Insgesamt wurden die Antikérperkonzentrationen im Serum durch die Behandlung mit TsES1
und inaktiviertem TsES1 nicht verdndert, wenn auch eine deutlich erhohte IL-4-Konzentration
in der BAL-Fliissigkeit vorlag. Die Eosinophilie in der Lunge wurde durch TsES1 reduziert,
obwohl die IL-5- und CCL11-Level, die wichtig fiir die Rekrutierung und Aktivierung von eo-
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sinophilen Granulozyten sind, denen der positiven Kontrolle entsprachen. Inaktiviertes TsES1
verursachte eine leichte Zunahme der IL-5- und CCL11-Level und damit zu keiner Abnahme
der eosinophilen Granulozyten in der Lunge. Somit ist die Integritdt des Proteins TsES1 fiir

die Regulation der infiltrierenden Zellen entscheidend, jedoch nicht so sehr fiir die Zunahme

der Zytokin-/Chemokin-Level in der BAL-Fliissigkeit.
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Abb. 3.20.: Erhéhte Zytokinlevel in der Lunge nach TsES1 Behandlung.
Die Zytokinlevel von IL-4 (A), IL-5 (B), IL-6 (C), IL-13 (D), IL-18 (E) und die Chemokin-
level von CxCL1 (F), CCL3 (G), CCL5 (H) und CCL11 (I) wurden in der BAL-Fliissigkeit
bestimmt. Daten stammen von 3 unabhéngigen Experimenten mit insgesamt n=12 Wiederho-
lungen (Mittelwert & SEM). Statistische Analyse {iber einen Mann-Whitney-Test. Statistische
Signifikanz ist durch * p<0,05; ** p<0,01 gekennzeichnet. |nd- nicht detektierbar|

3.5.2. TsES1 reduziert die spezifischen Atemwegsresistenz der Lunge

Um den physiologischen Einfluss der TsES1 Behandlung zu untersuchen, wurde die Lungen-
funktion der M&use ermittelt. Die Messungen wurden in einem Doppelkammer-Plethysmograph
in Kooperation mit der Einrichtung Pathophysiologie-Plattform von Arnd Heuser am Max-
Delbriick-Centrum Berlin durchgefiihrt.

Mit Hilfe eines Doppelkammer-Plethysmographen ist es moglich, auf Grundlage verschiedener

Parameter (Tab. 2.1), die Lungenfunktion bei Mausen nicht-invasiv zu ermitteln. Dazu wur-
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den den Tieren nach einer Adaptation an die Kammer beginnend mit PBS steigende Dosen
des Bronchokonstriktors Methacholin verabreicht. Nach PBS-Vernebelung wurden die Zeiten
fiir Inspiration (Einatmung, Abb. 3.21 A), Exspiration (Ausatmung, Abb. 3.21 B) und der
relaxierenden Zeit (Zeit der Ausatmung eines spezifischen Volumens, Abb. 3.21 C) festgehal-
ten. Wichtig fiir die Interpretation der Ergebnisse ist, dass alle Gruppen an den Tagen vor
der Lungenfunktionsmessung mit OVA intranasal provoziert wurden und daher auch bei der
negativen Kontrollgruppe eine Vorbelastung vorlag.

Fiir die Inspiration wurden keine Zeitunterschiede zwischen den Tiergruppen festgestellt (Abb.
3.21 A). Hingegen wurde eine Reduktion der exspiratorischen Zeit in der positiven Kontroll-
gruppe im Vergleich zur negativen Kontrollgruppe beobachtet (Abb. 3.21 B). Das heift, die
Tiere atmeten in einer kiirzeren Zeit aus und damit unruhiger als die negative Kontrollgruppe.
Die Behandlung mit TSES1 fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der exspiratorischen Zeit
auf das Niveau der negativen Kontrollgruppe. Des Weiteren reduzierte sich die relaxierende
Zeit nach PBS-Vernebelung in der positiven im Vergleich zur negativen Kontrollgruppe (Abb.
3.21 C). Erneut wurde durch die Behandlung mit TSES1 und auch durch inaktiviertes TSES1
eine signifikante Steigerung der relaxierenden Zeit ermittelt. Damit verbesserte die Behand-
lung mit TsES1 die basale Atemleistung asthmatischer Mausen.

Mit steigender Methacholinkonzentration wurde die spezifische Atemwegsresistenz (Syaw), al-
so der Lungenwiderstand wéhrend der Atmung der Tiere ermittelt. Das bedeutet, je héher
der Lungenwiderstand ist, desto mehr Kraft muss aufgewendet werden, um die Lunge mit
Luft zu fiillen. Durch die Vernebelung von Methacholin wird eine Bronchokonstriktion, also
Verengung der Bronchien bei den Tieren ausgelost, die zur Steigerung der Atemwegsresistenz
fithrt [DeLorme and Moss, 2002].

Bei steigender Methacholinkonzentration erhéhte sich bei allen Gruppen der Syay-Wert (Abb.
3.21 D). Der Kurvenanstieg wurde am stérksten bei der OVA-positiven Kontrolle und am
geringsten bei der negativen Kontrollgruppe beobachtet. Eine Behandlung mit TsES1 bzw.
inaktiviertem TsES1 fiihrte zu geringeren S;aw-Werten im Vergleich zur positiven Kontroll-
gruppe, wobei nur TSES1 zu einer signifikanten Reduktion bei 50 mg/ml Methacholin fiihrte
(Abb. 3.21 E). Zusétzlich wurde das Gesamtvolumen der Atmung pro Minute bei 50 mg/ml
Methacholin als Endpunktanalyse ausgewéhlt (Abb. 3.21 F). Es wurde deutlich, dass die OVA-
positive Kontrollgruppe am Ende der Behandlungsreihe mit Methacholin wesentlich weniger
Luftvolumen pro Minute umgesetzt hat als die negative Kontrollgruppe und die TsES1 bzw.
inaktivierte TSES1-Gruppe. Damit zeigten TSES1 behandelte Mause im Vergleich zur OVA

positiven Kontrollgruppe eine verbesserte Lungenfunktion.
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Insgesamt wurde bei der TsES1 behandelten Gruppe sowohl basal, als auch nach Vernebelung

von Methacholin eine bessere Lungenfunktion als in der positiven Kontrollgruppe beobachtet.
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Abb. 3.21.: Lungenphysiologie asthmatischer Mause.

Messung der Lungenfunktion unter PBS-Bedingungen und bei steigender Methacholin- Do-
sierung im Doppelkammer-Plethysmograph. Nach PBS-Vernebelung wurde die inspiratori-
sche (A) und exspiratorische Zeit (B) und relaxierende Zeit (C) gemessen. Die spezifische
Atemwegsresistenz (Sraw) wurde bei steigender Methacholin-Dosierung bestimmt (D), mit
Endpunktanalyse bei 50 mg/ml Methacholin E. Das Gesamtvolumen pro Minute wurde bei
50 mg/ml Methacholin dargestellt (F). Daten stammen von 3 unabhéngigen Experimenten
mit insgesamt n—=12 Wiederholungen (Mittelwert +SEM). Statistische Analyse iiber einen
Mann-Whitney-Test. Statistische Signifikanz ist durch * p<0,05 gekennzeichnet.

3.5.3. TsES1 induziert Relmat Leukozyten im Lungengewebe

Allergische Entziindungsreaktionen in der Lunge fiihren auch zur Schiadigung des Gewebes
und damit zu sichtbaren pathologischen Gewebeverdnderungen |[Lambrecht and Hammad,
2014]. Deshalb wurden Teile der Lunge fiir histologische Untersuchungen von Dr. Anja Kiihl
(Charité — Universitatsmedizin Berlin, Forschungszentrum Immunwissenschaft RCIS) analy-
siert.

Angefiarbte Kohlenhydrate (PAS-Férbung) zum Nachweis einer gesteigerten Mukusproduktion
sollten in entziindeten Lungen deutlich im Epithelbereich lokalisiert sein. Bei den durchge-
fiihrten Experimenten wurden selbst in der positiven Kontrollgruppe nur fiir wenige Schnitte
kohlenhydrat-positive Bereiche identifiziert, sodass die Ergebnisse hier nicht aufgefiihrt sind.
Es ist moglich, dass die 5-fach wiederholte Lungenspiilung die Mukusschicht abgelést und

abgetragen hat, weshalb es zu keiner Farbung gekommen ist.
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Zur Bestimmung des Schweregrades der Entziindung des Lungengewebes wurde die H/E-
Farbung durchgefiihrt und der Score bestimmt (Abb. 3.22 C). In der positiven Kontrollgruppe
ist im Gegensatz zur negativen Kontrollgruppe ein dreifacher Score-Wert ermittelt worden,
der durch die Behandlung mit TsES1 bzw. inaktiviertem TsES1 nur tendenziell beeinflusst
wurde.

Zusitzlich wurden Relma™ Epithelzellen und Relma™ interstitielle Leukozyten analysiert.
Allgemein sind resistin-like molecule (Relm) Proteine hormonéhnliche Molekiile, die antago-
nistisch zur Insulinfunktion wirken [Patel et al., 2004]. Relma wird in aktivierten Epithel-
zellen in der Lunge exprimiert und kann zur Rekrutierung von DCs fithren [Madala et al.,
2012|. Dariiber hinaus ist Relma ein Markermolekiil fiir alternativ aktivierte Makrophagen
(AAM), die in der Lunge zur Aktivierung von Epithelzellen beitragen, iiber IL-4 Sekretion den
Ig-Klassenwechsel unterstiitzen und bei der Heilung und dem Wiederaufbau von verletztem

Gewebe beteiligt sind [Gordon and Martinez, 2010, Dyken and Locksley, 2013].
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Abb. 3.22.: Erhdhte Anzahl interstitieller Relmat™ Makrophagen.

Histologische Schnitte von Teilen der Lunge wurden mit anti-Relma Antikérpern angeférbt
(A) und die Anzahl Relma™ interstitieller Makrophagen bestimmt (B). Zusétzlich wurde der
Entziindungsgrad in der Lunge nach H/E-Farbung ermittelt (C). Die relative Expression der
mRNA von CCL11 (D), CCL2 (E) und Arginase-1 (F) wurde von Lungengewebe in Bezug
auf die negative Kontrolle bestimmt. Daten stammen von 3 unabhéngigen Experimenten mit
insgesamt n=12 Wiederholungen (Mittelwert + SEM). Statistische Analyse tiber einen Mann-
Whitney-Test. Statistische Signifikanz ist durch * p<0,05; ** p<0,01 gekennzeichnet.
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Alle OVA-behandelten Gruppen zeigten eine erhohte Zellzahl an Relma ™ Epithelzellen und
Relma" interstitieller Makrophagen im Vergleich zur negativen Kontrollgruppe (Abb. 3.22 A,
B). Die Gabe von TSES1 und inaktiviertem TSES1 fiihrte zu keiner Reduktion der Relma™
Epithelzellen, jedoch iiberraschenderweise zu einer signifikanten Steigerung der Relma™ Ma-
krophagen gegeniiber der positiven Kontrolle (Abb. 3.22 A, B).

Gesondert zu den histologischen Untersuchungen wurden RT-PCR Analysen von Lungenge-
webe der jeweiligen Gruppen durchgefiihrt, um die Genexpression der Chemokine CCLI1
und CCL2 zu ermitteln. CCL11, oder auch Eotaxin ist ein Chemokin, das zur Rekrutierung
von eosinophilen Granulozyten fiihrt, wohingegen CCL2 (monocyte chemoattractant protein-
MCP-1) eher Makrophagen anlockt [Rothenberg and Hogan, 2006, Deshmane et al., 2009]. Die
relative Expression von CCL11(Eotazin) reduzierte sich signifikant in der TsES1-behandelten
Gruppe im Vergleich zur positiven Kontrollgruppe (Abb. 3.22 D). Dieses Ergebnis stiitzt die
Daten der verringerten Anzahl eosinophiler Granulozyten in der BAL-Fliissigkeit durch TsES1
(Abb. 3.18 B), wohingegen die Chemokinanalyse der BAL-Fliissigkeit keinen Einfluss auf den
Eotaxinlevel zeigte (Abb. 3.20 I). Die relative Expression von CCL2 (MCP-1) wurde durch die
Behandlung mit TsES1 und inaktiviertem TsES1 im Gegensatz zur positiven Kontrollgruppe
reduziert (Abb. 3.22 E). Dieses Ergebnis ist tiberraschend, da eine grofiere Anzahl an Relma™
interstitieller Makrophagen in der Lunge detektiert wurde (Abb. 3.22 A, B). Auferdem wurde
entgegen der Erwartungen beobachtet, dass die gesteigerte Expression des Markers fiir AAM,
Arginase-1, in der positiven Kontrollgruppe durch die Gabe von TsESI signifikant reduziert
wurde (Abb. 3.22 F).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die praventive Applikation des 7. suis Pro-
teins TsES1 im Modell der allergischen Atemwegserkrankung zu einer Regulierung der Th2-
Immunantwort fithrt. Auf zelluldrer Ebene wurde die Zunahme eosinophiler Granulozyten
in der allergischen Lunge durch die Behandlung mit TsES1 gemindert, wohingegen sich die
Anzahl Relma" interstitieller Makrophagen erhohte. Weiterhin wurde festgestellt, dass die
Gabe von TsES1 einen positiven Einfluss auf die Lungenfunktion hat und so z.B. die spezifi-
sche Atemwegsresistenz im Vergleich zur positiven Kontrollgruppe deutlich gesenkt wird. Die
Zytokin- und Chemokinlevel in der BAL-Fliissigkeit der positiven Kontrollgruppe spiegelten
deutlich eine Th2-dominierte Entzlindungsreaktion wider, wohingegen die dariiber hinaus er-
héhten Zytokinlevel durch die TsES1 Behandlung nicht den erwarteten Werten entsprachen.
Die gesteigerte 11.-4 Konzentration kann damit erkldrt werden, dass durch TsES1 auch mehr
Relma ™ interstitielle Makrophagen in der Lunge detektiert wurden, welche vermehrt IL-4

produzieren.
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Die Analyse der mRNA von CCL11, CCL2 und Arginase-1 ergab eine markante Abnahme
der Expression dieser Gene in der Lunge der TsES1-behandelten Gruppe. Durch die redu-
zierte Expression von C'CL-11, nicht aber durch gleichbleibende CCL11-Konzentration in der
BAL-Fliissigkeit, kann die verringerte Chemotaxis der eosinophilen Granulozyten bestétigt
werden. Obwohl die Expression von von CCL2 und Arginase-1 abnahm, wurde der Anstieg
interstitieller AAM in der Lunge beobachtet. Zusétzlich wurde im Serum eine leichte Senkung
des OVA-spezifischen IgG1 Levels durch die Behandlung mit TsES1 und inaktiviertem TsES1
im Vergleich zur positiven Kontrollgruppe ermittelt.

Damit konnte gezeigt werden, dass ein einzelnes rekombinantes Protein des T. suis L1 ES die

Immunreaktionen der allergischen Atemwegserkrankung in der Maus verdndert.

3.6. Analysen zum immunmodulatorischen Mechanismus von

TsES1

Das im T. suis L1 ES identifizierte und rekombinant hergestellte Protein TsES1 zeigte im in
vivo Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung immunmodulatorische Eigenschaften,
da es die Anzahl der infiltrierenden eosinophilen Granulozyten in der Lunge reduziert, die
gesteigerte Atemwegsresistenz abgemildert, Th2-Zytokinlevel erhoht und die Anzahl Relma™
interstitieller Makrophagen weiter angereichert hat.

TsES1 wurde als Chitinase charakterisiert und gehort damit zu einer Enzymklasse, die in fast
allen Organismen einschlieflich Sdugetieren exprimiert wird [Adrangi and Faramarzi, 2013].
In der Maus werden Chitinasen und chitinase like proteins (CLPs) ebenfalls exprimiert, die
als wichtige Proteine des Immunsystems von Saugetieren beschrieben werden |Lee et al.,
2011] und besonders wihrend der Th2-Entziindungsreaktionen im Darm oder in der Lunge
exprimiert sind [Sutherland et al., 2009, Shuhui et al., 2009].

Damit stellte sich die Frage, wie die zusétzliche Applikation einer Helminthenchitinase die

genannten Beobachtungen in der Maus hervorrufen konnte.
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Um beantworten zu kénnen, wie TsES1 immunmodulatorisch im Mausmodell der allergischen
Atemwegserkrankung wirken kann, wurden in abschliefenden Versuchen folgende Hypothesen

untersucht:

e TSESI wirkt wie eine murine Chitinase/CLP und
— steigert die Expression muriner Chitinasen
— mindert Apoptose

— fiihrt zur Vermehrung Relma ™ AAM

e TsES1 wirkt indirekt im Asthmamodell, da es Antikérper induziert, die kreuzreaktiv

gegen murine Chitinasen sind

e TsES1 induziert regulatorische B-Zellen

3.6.1. Hypothese: TsES1 steigert die Expression muriner Chitinasen

Chitinasen und CLPs der Maus werden IL-4- und IL-13-abhéngig in der Lunge und im Darm
von Epithelzellen, AAM und DCs gebildet [Webb et al., 2001, Zhu, 2004, Lee et al., 2009]. Da-
bei wurde von Sutherland et al. festgestellt, dass die iiber Plasmide induzierte Expression eines
CLP im peritonealen Bauchraum ebenso die Expression der anderen CLPs steigert [Suther-
land et al., 2014|. Aukerdem wurde fiir Ym1 und Ym2 beobachtet, dass deren Expression zur
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten fithrt. Daher sollte {iberpriift werden, ob TsES1
als eine exogene Chitinase ebenfalls die Expression der murinen Chitinasen im Mausmodell
der allergischen Atemwegserkrankung regulieren kann.

Dazu wurde zunéchst die Proteinsequenz von TSES1 mit den Proteinsequenzen der Maus-
Chitinasen verglichen (Abb. 3.23 A). Die Ahnlichkeit zwischen den Proteinen lag bei 37-41 %
und war damit vergleichbar mit der Sequenzidentitdt von TsES1 zu Chitinasen anderer Hel-
minthen (Abb. 3.12). Auferdem ergab der Vergleich der Struktur von TSES1 mit bekannten
Strukturen humaner und muriner Chitinasen, dass viele Bereiche konserviert sind (Abb. 3.16).
Es kann daher vermutet werden, dass TsES1 auf Grund seiner relativ hohen Ahnlichkeit die
gleichen Rezeptoren bindet, wie die Chitinasen/CLPs. Dabei sollte erwdhnt werden, dass bis-
her nur fir BRP-39 die Bindung an die Rezeptoren IL13-Ra2 [He et al., 2013|, Prostaglandin
D2 (CRTH2) [Zhou et al., 2015] und receptor for advance glycation end product (RAGE)

nachgewiesen wurde [Low et al., 2015].
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Abb. 3.23.: Expressionsregulation muriner Chitinasen in der Lunge.

Vergleich der Proteinsequenzen von TSES1 und den Maus-Chitinasen AMCase, BRP-39,
Chitl, Yml und Ym2 (A). Die relative Expression der mRNA von Chitl (B), AMCase (C),
BRP-39 (D), Yml (E) und Ym2 (F) wurde untersucht. Daten stammen von 3 unabhéngigen
Experimenten mit insgesamt n=12 Wiederholungen (Mittelwert +SEM). Statistische Ana-
lyse tiber einen Mann-Whitney-Test. Statistische Signifikanz ist durch * p<0,05; ** p<0,01
gekennzeichnet.[ns-nicht signifikant|

In einem néchsten Schritt wurde die Expression der murinen Chitinasen im Lungengewebe von
TsES1-behandelten Méusen im Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung untersucht.
Die relative Expression der Gene fiir AMCase, Ym1 und Ym2 wurde in der OVA-positiven
Kontrollgruppe erhéht (Abb. 3.23 B-F). Durch die Behandlung mit TsES1 wurde die relative
Expression von AMCase, BRP-39 und Ym1 reduziert (Abb. 3.23 C-D), wohingegen die re-
lative Expression von Ym?2 gesteigert wurde (Abb. 3.23 F). Die Expression von Chit! blieb
in den Gruppen unverdndert (Abb. 3.23 B). Aufféllig war, dass die relative Expression von
BRP-39 in der Lunge durch die Gabe von TsES1 und inaktiviertem TsES1 signifikant verrin-
gert wurde (Abb. 3.23 D).

Da die Expression der Gene fiir die murinen Chitinasen in der Lunge nicht wesentlich gestei-
gert wurden, ist es nicht iiberraschend, dass in der BAL der Tiere mit TsES1-Behandlung
kein Anstieg neutrophiler Granulozyten detektiert wurde (Abb. 3.17 und 3.18).

Insgesamt wurde festgestellt, dass TsES1 im Mausmodell der allergischen Atemwegserkran-
kung die Expression muriner Chitinasen im Lungengewebe nicht signifikant steigert, aber
die BRP-39-Expression im Vergleich zur positiven Kontrollgruppe reduziert wurde. Durch

die fehlende Expressionssteigerung der Chitinasen wurde in der Lunge auch keine Zunahme
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von neutrophilen Granulozyten ermittelt. Somit konnte die erste Hypothese nicht bestétigt

werden.

3.6.2. Hypothese: TsES1 mindert Apoptose

Sowohl fiir AMCase, als auch fiir BRP-39 wurde in vivo bzw. in vitro nachgewiesen, dass sie die
induzierte Apoptose reduzieren konnen [Hartl et al., 2009, Lee et al., 2009]. Dabei wurde fir
humane, rekombinante AMCase ein in vitro-Modell verwendet, in dem FBS-Mangelmedium
die Apoptose von humanen A549-Epithelzellen induzierte [Hartl et al., 2009]|. Dieses Modell
wurde in gleicher Weise fiir rekombinanten TsES1 angewendet und der Anteil apoptotischer
Zellen iiber AnnexinV/Propidium lodid ermittelt (Abb. 3.24). Dabei bindet AnnexinV an
Phosphatidylserin, einer Fettsdure der Membraninnenseite, das nur bei apoptotischen Zellen
auf der Membranaufenseite vorliegt und gebunden werden kann. Der Lebend/Tod-Farbstoff
Propidium Iodid markiert in diesem Versuch bereits abgestorbene A549 Zellen.

Bei dem Experiment wurden die A549-Epithelzellen mit verschiedenen Konzentrationen von
TsES1 inkubiert und mit oder ohne FBS im Medium kultiviert. Der Mangel an FBS fiihrte
zum Anstieg apoptotischer (Abb. 3.24 B) und abgetoteter Zellen (Abb. 3.24 C), womit gleich-
zeitig der Anteil lebender Zellen verringert wurde (Abb. 3.24 B). Die Inkubation mit TsES1
hatte dabei keinen signifikanten Einfluss auf den Anteil apoptotischer Zellen, jedoch wurde der
Anteil abgestorbener Zellen leicht durch TsES1 reduziert. Hingegen wurden bei Anwesenheit
von FBS im Medium kaum apotitische Zellen detektiert, die auch durch die TsES1 Zugabe
nicht verringert wurden.

Damit kann festgehalten werden, dass rekombinantes TsES1 im Gegensatz zu humanem

AMCase den Anteil apoptotischer Zellen bei FBS-Mangel nicht verringert.
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Abb. 3.24.: In wvitro induzierte Apoptose.

In wvitro wurde durch den Mangel an FBS im Medium die Apoptose in humanen A549-
Epithelzellen induziert und der Einfluss von TsES1 untersucht. Mit Hilfe von AnnexinV und
Propidum Iodid wurden die Zellen angefarbt und konnten am Durchflusszytometer analysiert
werden (A). Dabei wurden apoptotische Zellen (B), bereits abgetotete Zellen (C) und noch
lebende Zellen (D) unterschieden. Daten stammen von 2 unabhéngigen Experimenten mit
insgesamt n=2-3 Wiederholungen (Mittelwert + SEM).

3.6.3. Hypothese: TsES1 fiihrt zur Vermehrung Relma™ AAM

Wie bereits im Abschnitt 3.5.3 gezeigt wurde, induzierte die Behandlung mit TsES1 im Modell
der allergischen Atemwegserkrankung die Anzahl an interstitiellen Relma™ Makrophagen in
der Lunge.

Relme ist ein Markermolekiil fiir alternativ aktivierte Makrophagen, die in der Lunge zur Ak-
tivierung von Epithelzellen beitragen, iber IL-4 Sekretion den Ig-Klassenwechsel unterstiitzen
und bei der Heilung und dem Wiederaufbau von verletztem Gewebe beteiligt sind [Gordon
and Martinez, 2010, Dyken and Locksley, 2013]. Daher sollte in einem weiteren Versuch unter
Verwendung der Durchflusszytometrie untersucht werden, ob sich die histologischen Beobach-
tung bestétigen lassen.

Dazu wurde die von Blut befreite Lunge von M&usen im Modell der allergischen Atemwegser-
krankung verdaut und nach Yanaba et al. wurden die isolierten Immunzellen mit Antikérpern
spezifisch angefirbt [Yanaba et al., 2008]. Der Gating-Strategie folgend wurden neben Relma™
interstitiellen Makrophagen auch eosinophile Granulozyten identifiziert (Abb. 3.25 A). Das

besondere hierbei ist die Unterscheidung zwischen SiglecF"&" und SiglecF'®" exprimieren-
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den eosinophilen Granulozyten. Die SiglecFMeh eosinophilen Granulozyten werden als bereits
ins Lumen der Bronchien eingewanderte und aktivierte Zellen beschrieben. Dagegen haben
die SiglecF!*" eosinophilen Granulozyten den Einwanderungsprozess noch nicht abgeschlossen
und sind weniger aktiviert [Abdala Valencia et al., 2016].

Durch die Behandlung mit TsES1 wurde die Anzahl der SiglecF™8?  aber nicht der SiglecFo"
eosinophilen Granulozyten signifikant reduziert (Abb. 3.25 D, E). Damit wurden einerseits die
bisherigen Ergebnisse der BAL-Analysen bestétigt (Abb. 3.17 und 3.18), aber auch gezeigt,
dass TsES1 auf eine bisher unbekannte Weise die Wanderung der eosinophilen Granulozyten
ins Lumen behindert.

Bei der Analyse der interstitiellen Makrophagen (IM) konnte gezeigt werden, dass der Anteil
der gesamten IM in der Lunge durch die Gabe von TSESI nicht verédndert wurde (Abb. 3.25
B). Hingegen wurde der Anteil der interstitiellen Relma™ Makrophagen leicht von 8,8 % auf

10,9 % gesteigert (Abb. 3.25 C).
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Abb. 3.25.: Interstitielle Relma™ Makrophagen in der Lunge.

Die Lungen von Tieren mit allergischer Atemwegserkrankung wurden zur Gewinnung von Im-
munzellen verdaut und am Durchflusszytometer untersucht. EpCAM- Zellen wurden der Ga-
tingstrategie folgend analysiert (A). Die Frequenz interstitieller Makrophagen (IM) (B), der
Anteil der Relma™ Zellen (C) und die Frequenz von eosinophilen Granulozyten (SiglecFheh
(D), SiglecF'°V (E)) wurde gemessen. Daten stammen von einem Experiment mit n=4-5 Wie-
derholungen (Mittelwert 4+ SD). Statistische Analyse iiber einen Mann-Whitney-Test. Statis-
tische Signifikanz ist durch * p<0,05 gekennzeichnet.
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Zusitzlich wurde untersucht, ob TSES1 auch in vitro direkt zur Induktion von Relma™ AAMs
beitragt. Dazu wurden aus dem Knochenmark generierte Makrophagen in vitro in An- oder
Abwesenheit von verschiedenen Konzentrationen von TsES1 iiber IL-4 zu AAMs differenziert.
In Abbildung 3.26 ist die anschlieffende Bestimmung der Expression der fiir AAMs typischen
Markergene Relma (A), Ym1 (B) und Arginase-1 (C) dargestellt, welche durch IL-4 indu-
ziert wurden. Dabei hatte TSES1 weder einen Einfluss auf die Expressionstérke der Gene, noch
fiihrte es bei nicht stimulierten Makrophagen zum Anstieg der jeweiligen Genexpression. So-
mit wurde indirekt durch TSES1 in dem Asthmamodell die Zunahme Relma™ interstitieller
AAMs verursacht.

Insgesamt wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestétigt, dass TsES1 in vivo im Maus-
modell der allergischen Atemwegserkrankung die Anzahl Relma " interstitieller AAMs erhoht
und den Anteil eosinophiler Granulozyten im Lumen der Lunge reduziert. Im Gegensatz dazu
konnte in wvitro keine AAM-induzierende oder -stimulierende Funktion von TSES1 ermittelt

werden.
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Abb. 3.26.: RT-PCR Analyse zur Differenzierung von A AMs.

Makrophagen wurden in vitro in An- oder Abwesenheit von TsES1 iiber IL-4 zu AAMs dif-
ferenziert und die Expression der Markergene Relma (A), Ym! (B) und Arginase-1 (C)
bestimmt. Gleichzeitig wurden Makrophagen ohne IL-4 mit TsES1 behandelt und eine IL-4
Kontrolle sowie eine unbehandelte Kontrolle mitgefiihrt. Daten stammen von 2 unabhéngigen
Experimenten mit insgesamt n—>5-6 Wiederholungen (Mittelwert + SEM).
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3.6.4. Hypothese: TsES1 induziert kreuzreaktive Antikorper

Es wurde festgestellt, dass eine Th2-getriebene Entziindungsreaktion in der Lunge zu einer
erhohten Expression der Chitinasen AMCase und BRP-39 in der Lunge fiihrt [Zhu, 2004, Lee
et al., 2009]. Dabei fiihrte die Neutralisation iiber Anti-AMCase Antikérper zur Reduktion
der eosinophilen Granulozyten in der Lunge und milderte die allergische Hyperreaktivitat
[Zhu, 2004]. Gleichermafen zeigten BRP-397/- Miuse, die kein BRP-39 exprimieren konnen,
in einem OVA-induzierten Asthmamodell weniger in die Lunge infiltrierende Immunzellen und
gemilderte Atemwegsresistenzen als Wildtyp-Mause [Lee et al., 2009)].

Deshalb wurde die Hypothese aufgestellt, dass wihrend der Sensibilisierung im verwendeten
Mausmodell Antikorper gegen TSES1 gebildet werden, die dann kreuzreaktiv gegen murine
Chitinasen/CLPs wirken. Dadurch wiirden die wéhrend der Provokation der Lunge vermehrt
gebildeten Chitinasen/CLPs neutralisiert und die Chitinase-induzierten Entziindungsreaktio-
nen abgeschwicht werden.

Durch den Sequenzabgleich von TSES1 mit murinen Chitinasen/CLPs (Abb. 3.23 A) und dem
Strukturabgleich mit humanen und murinen Chitinasen/CLPs (Abb. 3.16 C) ist eine ausrei-
chende Ubereinstimmung gegeben, die die Bildung und Bindung von kreuzreaktiven Antikor-
pern erkldren kann. Deshalb wurden Seren der Mause des Asthmamodells auf kreuzreaktive
Antikérper mit Hilfe von Western Blots untersucht. Die dabei verwendeten Maus-Chitinasen
wurden von Tara Sutherland ( Division of Infection, Immunity and Respiratory Medicine, The
University of Manchester) zur Verfliigung gestellt.

Alle Proteine tragen einen His6-tag, iiber den sie mit Hilfe spezifischer anti-His6-tag Antikor-
per detektiert werden konnten (Abb. 3.27 A). Im Serum der OVA-positiven Kontrollgruppe
konnten IgG-Antikorper detektiert werden, die das OVA Protein binden, jedoch keine der Chi-
tinasen erkennen (Abb. 3.27 B). Im Gegensatz dazu wurden IgG-Antikérper im Serum der
TsES1-behandelten Gruppe detektiert, die die Proteine TsSES1, AMCase, BRP-39 deutlich er-
kennen und Yml, Ym2 schwach binden (Abb. 3.27 C). Wenn hingegen Mause nur mit TsES1
immunisiert wurden, wurden im Serum IgG-Antikérper detektiert, die nur das rekombinant
hergestellte Protein TSES1 gebunden haben (Abb. 3.27 D).

Damit wurde herausgefunden, dass die alleinige Applikation von TSES1 keine zu murinen Chi-
tinasen kreuzreaktiven Antikorper induziert. Bedingt durch die Th2-Entziindungsreaktion in
der Lunge beim Asthmamodell, kommt es bei TsES1 Behandlung zur Bildung kreuzreaktiver
Antikorper. Dabei ist es erstaunlich, dass bereits 3 Tage nach der ersten Provokation der
Lunge kreuzreaktive Antikorper im Serum zu finden sind.

Als Kontrolle wurde ein Western Blot mit weiteren mauseigenen Proteinen und DNA-Proben
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durchgefiihrt, bei dem im Serum der TsES1-behandelten Gruppe IgG-Antikérper detektiert
wurden, die nur das rekombinante TsES1 gebunden haben (Abb. 3.27 E).

In einem nachfolgenden Versuch muss geklart werden, ob die alleinige Gabe dieser Antikorper
ausreichend ist, um in einem OVA-induzierten Asthma-Modell die Eosinophilie zu verringern
und die Atemwegsresistenz abzuschwéchen.

Insgesamt konnte nachgewiesen werden, dass nur die TsES1 Behandlung im Modell der al-
lergischen Atemwegserkrankung, nicht aber die Immunisierung mit TsES1 allein, zur Bildung

von autoreaktiven IgG-Antikorpern gegen murine Chitinasen/CLPs fiihrt.
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Abb. 3.27.: Kreuzreaktive Antikorper im Serum durch TsES1 Behandlung.
Dargestellt sind Western Blots, auf denen rekombinante Maus-Chitinasen transferiert wurden.
Eingesetzt wurden 0,125 png TsES1, 0,5 ug OVA und 20 pl des Kulturiiberstandes transfizierter
COST7-Zellen, die die rekombinanten Maus-Chitinasen exprimieren. Die Detektion aller rekom-
binanten Proteine erfolgte iber anti-His6-tag Antikorper (1:200) (A). Fiir den Nachweis kreuz-
reaktiver Antikorper wurden Seren von OVA-positiven Kontrolltieren (B), OVA /TSES1 be-
handelten Tieren (C) oder Tieren, die mit Alum-TsES1 immunisiert wurden (D), verwendet.
Als Kontrolle wurde ein Western Blot mit muriner DNA und Proteinen (Insulin, Peptid des
Myelin-Basischen Protein-MBP, granulocyte macrophage colony-stimulating factor-GM-CSF,
macrophage colony-stimulating factor-M-CSF) und dem Serum von OVA /TsES1-behandelter
Tieren (E) durchgefiihrt. Uber anti-Maus-IgG-HRP Antikorper (1:2500) erfolgte die Detek-
tion. [-ctrl -Kulturiiberstand nicht-transfizierter COS7-Zellen; +ctrl - Positivkontrolle p53-
His(6); OVA - Ovalbumin)]
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3.6.5. Hypothese: TsES1 induziert regulatorische B-Zellen

Neben den Hypothesen, dass TSES1 als murine Chitinase/CLP erkannt wird und deren Ex-
pression reguliert bzw. Funktion iibernimmt, kénnte TsES1 auch auf andere Bereiche des
Immunsystems wirken. Als Grundlage wurden die erst kiirzlich verdffentlichten Daten von
IPSE/alphal verwendet, einem immunregulatorischen Protein von S. mansoni, dass nach in-
traperitonealer Gabe in der Maus regulatorische B-Zellen (Bregs) induzieren kann |[Haeberlein
et al., 2017]. Als Bregs werden CD19" B-Zellen bezeichnet, die neben IL-10 auch die Ober-
flachenmarker CD1 und CD5 exprimieren [Yanaba et al., 2008]. Dabei kann der Transfer von
Bregs die Eosinophilie und allergische Hyperreaktivitit in OVA-induzierten Asthmamodellen
reduzieren [Amu et al., 2010, Natarajan et al., 2012]. Obwohl fiir 7' suis eine Induktion von
Bregs bisher nicht bekannt ist, sollte tiberpriift werden, ob diese Zellen durch TsES1 im mu-
rinen Asthmamodell gebildet werden.

Dazu wurden isolierte Immunzellen der Milz und der Lungenlymphknoten (PBLN) wie im Ab-
schnitt 2.3.8 beschrieben, stimuliert, um die IL-10 Produktion von Bregs detektieren zu kon-
nen. Wie der Gating-Strategie zu entnehmen ist, wurden CD1" und CD5" B-Zellen (CD19")
analysiert, die IL-10 exprimieren (Abb. 3.28 A). Der Anteil an IL-10 exprimierenden B-Zellen
der Milz wurde durch die Stimulation in der OVA-positiven und TsES1-behandelten Gruppe
deutlich erhoht (Abb. 3.28 B). Jedoch konnte kein Unterschied der Zellfrequenzen zwischen
den beiden Behandlungsgruppen gemessen werden. In den PBLN wurde der Anteil der IL-10
exprimierenden B-Zellen durch die Stimulation nur leicht erhéht (Abb. 3.28 B). Hingegen
wurde die Frequenz der IL-10 exprimierenden CD1" CD5 und CD1" CD5" B-Zellen in der
TsES1-behandelten Gruppe gegeniiber der OVA-positiven Gruppe gesteigert.

Dieser Vorversuch mit einer geringen Tierzahl konnte erste Hinweise fiir eine lokale Induktion

von Bregs durch TsES1 im Modell der allergischen Atemwegserkrankung liefern.
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Abb. 3.28.: Regulatorische B Zellen in Lungenlymphknoten.

Isolierte Zellen der Milz und der peribronchialen Lymphknoten (PBLN) wurden mit 50 ng/ml
PMA, 500 ng/ml Ionomycin und 10 p/ml LPS fiir 5h stimuliert. Es wurde eine unstimulierte
Kontrolle je Gruppe mitgefiihrt. Nach den ersten 30 min wurden 2 uM Monensin zu jedem
Ansatz gegeben. Der Gating-Strategie folgend wurden CD19+ B-Zellen analysiert (A). Die
Frequenz der IL-10 exprimierenden Breg-Zellen (CD1TCD5 / CD17CD5" / CD57CD1") in
der Milz und in den PBLN ist dargestellt (B). Daten stammen von einem Experiment mit
insgesamt n=3-4 Wiederholungen (Mittelwert +SD).
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Es wurden verschiedene Hypothesen untersucht, wie die Immunmodulation durch die T. suis
Chitinase TsES1 im Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung erfolgen konnte.
Dabei konnte nicht bestétigt werden, dass TsES1 direkte Funktionen der murinen Chitinasen
teilt, da durch TsES1 weder die Apoptose abgeschwécht wurde noch durch eine gesteigerte
Expression anderer Chitinasen/CLPs neutrophile Granulozyten angelockt wurden. Hingegen
konnte bestdtigt werden, dass die Anwesenheit von TsES1 im Asthmamodell die Anzahl an
Relma " interstitiellen AAMs in der Lunge erhoht, obwohl in vitro keine Induktion der AAMs
durch TsES1 beobachtet wurde. Zusétzlich wurden kreuzreaktive Antikérper im Serum von
TsES1-behandelten Tieren im Asthmamodell detektiert, die moglicherweise murine Chitina-
sen/CLPs neutralisieren und so zur Reduktion der Eosinophilie fithren. Des Weiteren wurden
erste Hinweise dafiir geliefert, dass ein T. suis ES Protein IL-10 produzierende Bregs in den
PBLN von Mé&usen im Asthmamodell vermehren kann.

Insgesamt kann festgehalten werden, dass erstmals ein einzelnes T. suis L1 ES Protein be-
schrieben wurde, dass im OVA-Asthmamodell die Anzahl eosinophiler Granulozyten reduziert,
die Lungenfunktion verbessert und dabei AAMs in der Lunge erhoht, Bregs in Lungenlymph-
knoten vermehrt sowie zur Bildung kreuzreaktiver Antikorper beitragt (Abb. 3.29).
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Abb. 3.29.: Ubersicht der Ergebnisse dieser Arbeit.

(1) Im Rahmen dieser Arbeit wurden von 29 identifizierten 7. suis L1 ES Proteinen 10
ausgewahlt und davon 6 rekombinant exprimiert. (2) Diese 6 TSES Proteine haben in wvitro
jeweils die Zytokinexpression (IL-6, IL-12p40) von LPS-stimulierten DCs reduziert. (3) Von
diesen 6 TSES Proteinen konnte nur TsES1 die Immunantwort im OVA-induzierten Asthma-
modell verdndern. Die TsES1-Behandlung reduzierte die Anzahl der in die Lunge infiltrieren-
den Zellen, besonders der eosinophilen Granulozyten, sowie die spezifische Atemwegsresistenz
und die Serumkonzentration von OVA-IgG1l. Auferdem wurde die Expression von CCL11,
Arginase-1 und BRP-39 gemildert, wohingegen die CCL11- und IL-5-Konzentration in der
BAL-Fliissigkeit unveréndert war. Zusétzlich wurden die 1L-4-, CCL3- und IL-18-Level in der
BAL-Fliissigkeit sowie die Anzahl Relma" interstitieller AAMs in der Lunge erhéht. (4) Die
Charakterisierung von TsES1 ergab, dass dieses Protein Dimere bildet und sowohl eine Exo-
als auch Endo-Chitinaseaktivitét besitzt. (5) Abschliefende Analysen zum Mechanismus von
TsES1 im Asthmamodell haben ergeben, dass Relma™ AAMs, kreuzreaktive Anti-Chitinase-
Antikorper und Bregs induziert werden, die moglicherweise die regulatorischen Faktoren dar-
stellen.
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4. Diskussion

4.1. ldentifizierung und rekombinante Herstellung sekretierter

Molekule von Trichuris suis Larven

Helminthen sind auf Grund ihrer immunmodulatorischen Fahigkeiten fiir die medizinische For-
schung besonders interessant. Zum einen wurde ein Zusammenhang der Reduktion parasitarer
Infektionen und dem Anstieg von Allergien und Autoimmunerkrankungen im Menschen fest-
gestellt und unter dem Begriff der Hygiene-Hypothese beschrieben [Gerrard et al., 1976, Stra-
chan, 1989|. Zum anderen wurde gleichzeitig die Modulation der Th2-Immunantwort durch
parasitdre Helminthen und deren Effektormolekiile erforscht. Es zeigte sich, dass Proteine und
weitere Molekiile verantwortlich sind fiir die Induktion von regulatorischen T- und B-Zellen,
die Differenzierung von alternativ aktivierten Makrophagen und einer insgesamt verénderten
Immunreaktion [Hewitson et al., 2009, Coakley et al., 2016, Maizels and McSorley, 2016].
Basierend auf der Immunmodulation durch Helminthen und den Beobachtungen der Hygiene-
Hypothese wurde die Idee entwickelt, Helminthen wie den Schweinepeitschenwurm 7. suis
zur Behandlung von Allergien und Autoimmunerkrankungen einzusetzen. Dabei wurde in in-
itialen klinischen Studien positive Effekte der T. suis ova (TSO) Therapie fiir Patienten mit
Colitis ulcerosa und Morbus Crohn nachgewiesen [Summers, 2003, Summers et al., 2005a).
Jedoch zeigten neuere Studien, dass die TSO-Behandlung in entziindlichen Darmerkrankun-
gen und Multiple Sklerose zwar keine schadlichen Nebenwirkungen fiir Patienten hat, aber
auch keine klinisch relevanten Verbesserungen bringt [Scholmerich et al., 2016, Fleming et al.,
2017|. Daher wird die Erforschung der TSO-Therapie in relevanten Krankheitsmodellen im-
mer wichtiger.

Unsere Arbeitsgruppe hat im Vorfeld gezeigt, dass sekretorische (excretory/ secretory ES)
Produkte von T. suis Larven in wvitro und in vivo in einem Modell der allergischen Atem-
wegserkrankung potente Immunmodulatoren sind [Ebner et al., 2014|. Sie reduzierten die
Markerexpression CpG-stimulierter DCs und verringerten im Asthmamodell die Eosinophilie
und Th2-Zytokinexpression in der Lunge. Des Weiteren wurde auch in Krankheitsmodellen
fiir entzlindliche Darmerkrankungen und Multiple Sklerose eine positive Immunmodulation
durch T. suis und dessen Proteine nachgewiesen [Leonardi et al., 2017, Hansen et al., 2017].
Deshalb war es Ziel im Rahmen dieser Arbeit Proteine im ES von T. suis L1 Larven zu iden-
tifizieren, rekombinant herzustellen und mégliche immunregulatorische Mechanismen aufzu-

decken.
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Auswahl einzelner ES Proteine

Auf der Grundlage von Analysen der Massenspektrometrie und den Transkriptomdaten der
NCBI-Datenbank zu 7. suis konnten im L1 ES mehrere sekretierte Protein identifiziert wer-
den. Damit ist die Vollstéandigkeit der identifizierten und ausgewéahlten Proteine mafgeblich
von der Datengrundlage abhingig und Anderungen dieser beeinflussen die daraus abgelei-
teten Ergebnisse. Im Bearbeitungszeitraum dieser Arbeit wurde die NCBI-Datenbank Ende
2014 mit neuen Transkriptomdaten von T. suis erweitert. Durch die wiederholte Analyse der
Massenspektrometrie-Daten wurden zusétzliche ES Proteine identifiziert (Anhang, Tab. B.2).
Somit ist es wahrscheinlich, dass durch weitere Genom-, Transkriptom- und Proteom-Analysen
von T. suis auch bisher unbekannte Proteine identifiziert und annotiert werden kénnen.

Es wurden initial 10 Proteine ausgewahlt, die eine Signalsequenz, jedoch keine Transmem-
branhelices aufwiesen und nur im L1 Larvenstadium priasent waren (Anhang, Tab. B). Durch
die Erweiterung der Datengrundlage wurden 8 weitere Proteine mit den genannten Kriterien
identifiziert.

Die Signalsequenz ist ein Kennzeichen sekretierter Proteine, welche nach der Sekretion in
das umliegende Gewebe diffundieren kénnen und viele Zielzellen erreichen. Somit kénnen
Helminthen-Proteine das Immunsystem des Wirtes auch systemisch regulieren. Proteine, die
iiber andere Transportmechanismen sezerniert werden, wurden in dieser Arbeit nicht betrach-
tet. Ein Beispiel dafiir sind die sogenannten Exosomen, die von Helminthen gebildet werden
und RNA zusammen mit Proteinen bis in die Zielzelle hinein transportieren kénnen [Ra-
poso and Stoorvogel, 2013, Coakley et al., 2015]. Auch fir 7. suis wurde die Bildung von
RNA-haltigen Exosomen nachgewiesen, sodass neben Proteinen auch RNA-Molekiile fiir die
Immunmodulation verantwortlich sein kénnen [Hansen et al., 2015].

Unter den 18 ausgewdhlten ES Proteinen der T. suis L1 Larven befinden sich Trypsin-
Proteine, eine Chitinase und Methyltransferase sowie viele hypothetische Proteine (Anhang,
Tab. B). Helminthen kénnen Chitin oder Derivate von N-Acetylglucosamin bilden und ver-
wenden diesen stabilen Naturbaustein hauptséchlich fiir die Schale ihrer Eier [Adam et al.,
1996, Brydon et al., 1987, Fuhrman and Piessens, 1985]. Daher benétigen sie Serinproteasen
und Chitinasen, damit die Larven schliipfen und sich tiber Hautungen entwickeln kénnen [Ta-
chu et al., 2008, Gooyit et al., 2014, Yang et al., 2015]. Die Methyltransferase ist fiir die
Ubertragung von Methylgruppen auf Nukleotid-Molekiile oder Proteine verantwortlich und
kann damit die Zugénglichkeit genetischer Informationen regulieren [Lyko, 2017|. Die Funk-
tion hypothetischer Proteine ist noch nicht bekannt oder deren Annotation ist bisher nicht

erfolgt.
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Die initial ausgew#hlten und rekombinant exprimierten ES Proteine besitzen Homologien
(Identitéat > 50 %) zu Proteinen des humanpathogenen Nematoden Trichuris trichiura (7.
trichiura)(Tab. 3.1). Darunter befindet sich die acidic mammalian chitinase (TSES1), ein
CAP-domain containing protein (TSES5) und das wvenom allergen 5 (TSES6). Die Proteine
TsES8 und TsES9 sind zu hypothetischen Proteinen ohne bekannter Funktion von T. trichiura
homolog und fiir TSES4 ist kein sequenzdhnliches Protein beschrieben.

Wie bereits erwahnt wurde, sind Chitinasen fiir die Hautung und Entwicklung von Helmin-
then wichtig |[Yang et al., 2015, Tachu et al., 2008]. Proteine mit einer CAP-Doméne (CAP-
Cysteine-rich secretory proteins, antigen 5 and pathogenesis-related 1) gehoren zu einer Prote-
insuperfamilie, die auch als sperm-coating glycoprotein (SCP) Proteinfamilie (Pfam PF00188)
bezeichnet wird [Gibbs et al., 2008]. Zu dieser Familie z&hlen auch die Activation-associated
secreted proteins - ASP, von denen das O. volvulus Protein ASP-1 Eigenschaften eines Adju-
vans hat [He et al., 2009]. Das Protein venom allergen 5 wird ebenfalls der SCP-Superfamilie
zugeordnet, die unter Helminthen weit verbreitet ist [Cantacessi and Gasser, 2012].

Die Begrenzung der zur Auswahl stehenden Proteine auf die ES-Proteine der L1 Larve be-
ruhte auf der Annahme, dass 7. suis im Menschen nicht zu andauernden Infektionen fiihrt
und bereits L1/L2 Larven direkt ausgeschieden werden. Neueste Studien zeigen jedoch, dass
durchaus adulte T. suis Wiirmer den Darm des Menschen besiedeln kénnen, auch wenn diese
dabei keine schwerwiegenden Symptome auslosen |Williams et al., 2017|. Daher sollten auch
Proteine spéaterer T. suis Stadien fiir zukiinftige Analysen untersucht werden.

Aufserdem wurde bei dem Vergleich der ES Proteine in wvitro geschliipfter Larven und iso-
lierter L1 Larven aus dem Schwein deutlich, dass letztere ein wesentlich grofferes Spektrum
an Proteinen sekretieren. Es ist wahrscheinlich, dass durch die Interaktion der Larven mit
dem Wirt die Expression bestimmter ES Proteine angeregt wird. Dies wurde z. B. fiir das
immunregulatorische Protein ASP von Ancylostoma caninum gezeigt, das in vitro von Larven
erst exprimiert wird, nachdem sie {iber Serum des Wirtes aktiviert wurden [Hawdon et al.,
1996|. Daher ist es moglich, dass besonders die Proteine, die fiir eine gezielte Regulation des
Immunsystems benotigt werden, erst nach dem Kontakt mit dem Wirt gebildet werden.

Die Selektion einiger weniger ES Proteine am Anfang dieser Arbeit schloss viele Proteine aus,
deren immunmodulatorisches Potential daher nicht ndher untersucht wurde. Besonders nach
neuen Erkenntnissen, dass T. suis sich zum adulten Wurm im Menschen entwickeln kann und
eine Regulation des Immunsystems tiber den gesamten Lebenszeitraum von 7. suis notwen-
dig ist, sollten zukiinftig auch ES Proteine ndher untersucht werden, die tiber alle 7. suis

Stadien hinweg exprimiert werden. Bezogen auf unsere Daten wurden iiber 200 identifizierte
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ES-Proteine nicht in die Analysen einbezogen, die méglicherweise als immunregulatorische

Proteine wirken.

Rekombinante Herstellung

Um die ausgewahlten 7. suis L1 ES Proteine rekombinant herzustellen, wurde das Leishma-
nien Expressions-System (LEXSY) ausgewé&hlt. Als eukaryotisches Expressionssystem bietet
es die Moglichkeit, rekombinante Proteine iiber den Weg der Sekretion herzustellen, sodass
die natiirliche Proteinexpression nachempfunden ist. Auferdem werden im Gegensatz zur
bakteriellen Proteinexpressionen die posttranskriptionalen Modifikationen, wie die fiir Eu-
karyoten typischen Glykosylierungen der Proteine, durchgefiihrt. Besonders bei Helminthen-
proteinen ist dieser Punkt wichtig, da nachgewiesen wurde, dass die immunmodulatorischen
Funktionen von 7. suis von Glykosylierungen abhéngig sind [Tundup et al., 2012]. Ein wei-
terer Vorteil von LEXSY ist, dass die Leishmanien kein LPS produzieren und dadurch keine
Protein-unspezifische Aktivierung von Immunzellen, wie z.B. den DCs, erfolgt. Damit war
keine zuséatzliche Reinigung der Proteine iiber eine LPS-depletierende Sdule notwendig, die
hdufig einen grofsen Proteinverlust bedeutet. Dennoch wurden trotzdem geringe Mengen LPS
bei den rekombinanten TsES Proteinen nachgewiesen, was auf verschiedene Grunde zuriick-
zufiihren ist.

In unserem Labor wird gleichzeitig mit einem bakteriellen Expressionssystem gearbeitet und
Grofsgerate fir die Kultivierung und Reinigung der Proteine werden von verschiedenen An-
wendern genutzt. Auferdem ist LPS ubiquitédr in Luft, Wasser und Boden in geringen Kon-
zentrationen vorhanden [Barnig et al., 2013|. Trotz bestmoglicher Reinigung aller Geréte und
der Trennung der verwendeten Geféfle fiir die Expression, kann eine Kontamination mit LPS
nicht verhindert werden. Doch die gemessenen Konzentrationen von maximal 0,8 pg LPS/ug
Protein waren sehr gering, weshalb mit den rekombinanten TSES Proteinen in wvitro und in
vivo ohne LPS-Depletion gearbeitet werden konnte.

Von den 10 initial ausgewahlten Proteinen konnten 6 rekombinant hergestellt werden. Die an-
deren 4 Proteine liefen sich nicht mit den auf Grundlage der Transkriptomdaten entwickelten
Primern aus der hergestellten 7. suis cDNA vervielféltigen. Da verschiedene cDNA-Proben
verwendet wurden, sind die Primer fir die jeweiligen Proteine vermutlich fehlerhaft. Daher
kann die Expression der ausgewahlten Proteine nur durch eine verbesserten Datengrundlage
und damit Anpassung der Primer erfolgen.

Alles in allem ist zu berticksichtigen, dass die rekombinante Expression nur ein Modell des

natiirlichen Proteins zur Verfiigung stellt. Jedoch ist die Gewinnung und Reinigung natiirlich
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exprimierter Proteine meist dadurch limitiert, dass geringe Proteinmengen hergestellt wer-
den und sich Proteine gleicher Grofe und Ladung schwer voneinander trennen lassen. Der
Vorteil der rekombinanten Expression ist die leichte Reinigung und Detektion der Proteine
iiber einen fusionierten Protein-tag. Gleichzeitig kann dieser tag auch von Nachteil sein, da
die Présentation von Antigenen auf MHC-II Molekiilen mafgeblich durch das Vorhandensein
eines Protein-tags beeinflusst werden kann [Kim et al., 2017|. Es gibt die Moglichkeit den
Protein-tag nach der initialen Reinigung abzutrennen, um dadurch natiirlichere Proteine zu
erhalten. Dadurch wird aber die einfache Detektion des Proteins iiber tag-spezifische Anti-
korper mit einem Western Blot erschwert, weshalb dann Protein-spezifische polyklonale oder
monoklonale Antikérper notwendig wéren.

Insgesamt wurden von allen identifizierten 7. suis L1 ES Proteinen 6 rekombinant hergestellt,
sodass die Daten ein grofies Potential fiir die Identifizierung weiterer immunmodulatorischer

Proteine bieten.

4.2. In vitro und in vivo Funktionsstudien rekombinanter

Trichuris suis Proteine

In vitro Funktionsstudien: Reduktion der Zytokinlevel stimulierter DCs

Grundlage fiir die in wvitro Funktionsstudien der rekombinanten TsES Proteine waren die
Voruntersuchungen mit dem gesamten L1 TSES [Ebner et al., 2014|. Dabei wurde in vitro die
Expression von Oberflichenmarkern CpG-stimulierter DCs durch die Inkubation mit L1 TsES
verringert. Ebenso wurde die Sekretion von IL-6 sowohl bei LPS- als auch CpG-Stimulation
durch das L1 TsES signifikant reduziert.

Die Expression des Oberflichenmarkers MHC-II wird nach Stimulation der Zellen wéhrend
einer Infektion gesteigert, mit Antigen beladen und fithrt zusammen mit dem kostimulatori-
schen Molekiil CD86 zur Aktivierung von CD4" T-Zellen. Dieser Ablauf ist wichtig fiir eine
effektive Immunreaktion und wird durch die Sekretion spezifischer Zytokine vervollstandigt.
Durch die Expression von IL-4 wird die Induktion von Th2-Zellen unterstiitzt, wohingegen die
Differenzierung zu Thl-Zellen hauptsichlich durch das Zytokin IL-12 aktiviert wird [Kaiko
et al., 2008|. Fiir die Differenzierung von CD4" T-Zellen ist Ox40L als ein weiterer Kostimu-
lator auf der Zelloberfliche von DCs beschrieben, der speziell zur Induktion von Th2-Zellen

beitriagt [Jenkins et al., 2007].
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Durch die Inkubation von DCs mit den einzelnen rekombinanten TSES Proteinen konnten die
in vitro Ergebnisse der Voruntersuchungen mit Gesamt-ES nicht vollstdndig widergespiegelt
werden. Es konnte keine Reduktion der Oberflichenmarker MHC-II, CD86 und OX40L auf
LPS- oder CpG-stimulierte DCs nachgewiesen werden (Abb. 3.6). Jedoch wurde die Abnah-
me der Thl-Zytokinlevel (IL-6, IL-12p40) von LPS-stimulierten DCs nach Behandlung mit
rekombinanten Proteine ebenfalls detektiert (Abb. 3.7).

Interessanterweise fiihrten alle rekombinanten Proteine zu einem dhnlichen Effekt. Es ist mog-
lich, dass Zuckerstrukturen auf der Oberflache der Proteine dafiir verantwortlich sind, denn
eine glykanabhéngige Regulation der Zytokinexpression in humanen DCs durch T. suis so-
luble products (SP) wurde bereits nachgewiesen |[Klaver et al., 2013]. Fehlten die Glykane
auf den T. suis SP Proteinen, wurde z.B. die LPS-induzierte Expression von IL-6, I1-12p70
und TNFa nicht mehr reduziert. Die bioinformatische Analyse mdoglicher Glykosylierungen
der T. suis L1 ES Proteine konnte keine Glykosylierungen fiir TsES8 vorhersagen. Trotzdem
hat auch TsES8 die Expression der Zytokine IL-6 und IL-12p40 in dem Stimulationsversuch
verringert. Es ist moglich, dass die Vorhersage mit der fiir Sdugetiere ausgelegten Software
nicht direkt auf Helminthenproteine iibertragbar ist. Da es aber bis jetzt kein spezifisches Pro-
gramm fiir die Analyse von Glykanen von Helminthen gibt, sind Aussagen in diesem Bereich
limitiert. Jedoch kénnte das verwendete Expressionsmodell LEXSY, dass fiir seine eukaryoti-
sche Glykosylierung von Proteinen bekannt ist [Breitling et al., 2002, Klatt et al., 2013], allen
Proteinen die jeweils passenden Glykane hinzugefiigt haben. Besonders, da der gereinigte Kon-
trolliiberstand von untransfizierten Leishmanien keine Reduktion der Zytokinlevel erbrachte,
wurde eine proteinabhiingige Regulation der Zytokinexpression aufgedeckt. Zur Uberpriifung,
ob die Glykosylierungen der Proteine die Zytokinsekretion von DCs hemmen, muss man die

Glykane der Proteinen enzymatisch abschneiden oder mit Natriumperiodat oxidieren.

Zytokine sind fiir die Polarisation der T-Zellen wichtig und da bereits nachgewiesen wurde,
dass die rekombinanten Proteine die Zytokinexpression stimulierter DCs minimieren kénnen,
wurde der Einfluss rekombinanter TSES Proteine auf die T-Zellproliferation untersucht.

In den Voruntersuchungen von Ebner et al. wurde kein Einfluss der L1 ES-Gesamtproteine auf
die antigenabhéngige T-Zellproliferation beobachtet, jedoch wurde die Expression der Zytoki-
ne IFN~ und IL-4 gehemmt [Ebner et al., 2014]. Von den rekombinanten Proteinen induzierte
nur TSES9 eine hohere Proliferationsfrequenz von CD4" T-Zellen in einem OVA-abhingigen
Proliferationsansatz (Abb. 3.9). TSES4 und TSES6 reduzierten zwar die Zytokinlevel von IL-4

leicht, jedoch zeigten die rekombinanten Proteine insgesamt keinen signifikanten Einfluss auf
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die Zytokinlevel (Abb. 3.10). Trotzdem war es interessant, dass TsES1 sowohl den Transkrip-
tionsfaktor Tbet, als auch das dazu passende Thl-Zytokin IFN~ in der Expression erhohte
(Abb. 3.10, 3.9).

Da die rekombinanten Proteine nur einen geringen Anteil des Gesamt-ES von T. suis darstel-
len, sind die abweichenden Ergebnisse nicht iiberraschend. Aufserdem ist moéglich, das mehrere
Proteine nur zusammen aktiv sind und nur dann die Markerexpression von DCs abschwéchen
bzw. die Zytokinexpression von T-Zellen verringern kénnen. Die Interaktionen verschiedener
ES-Proteine untereinander ist weitgehend unerforscht, sodass dieses Gebiet unbekannte Me-
chanismen der Immunmodulation bereit halten konnte.

Wie in der Einleitung beschrieben wurde, sind neben DCs und T-Zellen weitere Immunzellen
wie Makrophagen, B-Zellen und neutrophile Granulozyten Zielzellen der Immunmodulation
durch Helminthen. Fiir T. suis Proteine wurde nachgewiesen, dass sie die Differenzierung
von humanen Monozyten hin zu Makrophagen mit einem alternativen Phanotyp verursa-
chen [Hoeksema et al., 2016]. Daher ist es sowohl fir 7. suis Gesamt-ES Proteine, als auch
fiir die einzelnen rekombinanten Proteine wissenswert, ob diese weitere Immunzellen in ihrer

Entwicklung oder Funktion beeinflussen konnen.

In vivo Funktionsstudien: TsES1 reduziert die Eosinophilie

Um den potentiellen immunmodulatorischen Effekt der rekombinanten Proteine in einem in
vivo Krankheitsmodell zu untersuchen, wurde das bereits fiir Gesamt-ES von T. suis L1
Larven verwendete Modell der OVA-induzierten allergischen Atemwegserkrankung verwendet
[Ebner et al., 2014|. Dieses Modell bietet die Moglichkeit typische Th2-Immunreaktionen, wie
die Induktion von CD4" T-Zellen, deren Sekretion von Th2-Zytokinen (IL-4, IL-13, IL-5), die
Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten und die Induktion alternativ aktivierter Makro-
phagen zu untersuchen.

Das in wvivo Screening aller rekombinanten Proteine im Mausmodell der allergischen Atem-
wegserkrankung hat ergeben, dass neben L1 TSES auch die Proteine TsES1 und TsES6 die
Gesamtzahl der in die Lunge einwandernden Zellen reduzierten (Abb. 3.11). Jedoch ergab
die Differential-Zellzdhlung, dass durch die Behandlung mit L1 TSES und dem rekombinan-
ten Protein TsES1 eine signifikante Reduktion der eosinophilen Granulozyten erreicht werden
konnte. Deshalb wurden vertiefende Analysen in dem verwendeten Asthma-Modell mit dem
TsES1 Protein durchgefiihrt.

Obwohl alle anderen Proteine die in die Lunge infiltrierenden Zellen nicht signifikant gesenkt

haben, konnen sie in anderen Krankheitsmodellen trotzdem immunmodulatorisch wirken. Mit
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Hilfe weiterer Krankheitsmodelle oder in vitro Studien kénnten immunregulatorische Eigen-
schaften entdeckt werden, die in dem Asthmamodell nicht auftreten. So wurde bereits fiir das
Gesamtprotein von T. suis eine Verbesserung der Score-Werte im EAE-Modell nachgewiesen
[Kuijk et al., 2012, Hansen et al., 2017|. Dabei wurden die in diesem Modell induzierten CD4"
[L-17-produzierenden T-Zellen durch die Behandlung mit 7. suis Proteinen verringert. Daher
ist es vorstellbar, dass die rekombinanten TSES Proteine einen Einfluss auf die Induktion oder
Expansion dieser Th17-Zellen haben, die in dem OVA-Asthma-Modell nicht beteiligt sind.

Des Weiteren wurde im Kolitis-Modell von Kaninchen beobachtet, dass eine TSO-Behandlung
den Score-Wert verringert und zu einer Reduktion eosinophiler Granulozyten fithrt [Leonardi
et al., 2017|. Somit ist dies ein zusétzliches Krankheitsmodell, in dem die rekombinanten TSES

Proteine getestet werden sollten.

4.3. TsES1 ist eine enzymatisch aktive Chitinase, die Dimere

bildet

Die vergleichende Analyse der Proteinsequenz von TsES1 mit der NCBI-Proteindatenbank
ergab, dass das T. suis L1 ES Protein eine Signalsequenz, eine Chitinase-Doméne und eine
Chitin-bindende Doméne besitzt (Abb. 3.12). Ein anschliefendes Alignment mit bekannten
Chitinasen anderer Helminthen belegte, dass TSES1 im Durchschnitt 40 % Sequenziiberein-
stimmung zu diesen Helminthenchitinasen aufweist (Abb. 3.12). Damit ist es wahrscheinlich,
dass TsES1 ebenfalls den Chitinasen zugeordnet werden kann.

Chitinasen sind Enzyme, die zur Gruppe der Glykosylhydrolasen zéhlen und Chitin, ein Po-
lymer aus beta-1,4-N-Acetylglucosamin, in seine monomeren Bestandteile trennen [Cohen-
Kupiec and Chet, 1998|. Chitinasen werden von allen prokaryotischen und eukaryotischen
Organismen gebildet, obwohl nicht alle Chitin bilden kénnen [Adrangi and Faramarzi, 2013|.
Basierend auf Ahnlichkeiten der Aminosiuresequenz werden Chitinasen verschiedenen Fami-
len bzw. Klassen zugeordnet [Henrissat et al., 1991|, wobei die zwei grofsten Familien die
Glykosylhydrolase Familie 18 (GH-18) und 19 (GH-19) sind. Chitinasen von Sdugetieren wer-
den der GH-18 Familie zugeteilt, die neben enzymatisch aktiven Chitinasen auch sogenannte
chitinase like proteins (Chitinase-ahnliche Proteine) besitzen, die Chitin nicht abbauen kén-
nen [Adrangi and Faramarzi, 2013].

TsES1 kann auf Grund seiner Sequenz und dem enthaltenen Chitinase-Enzym-Motiv DxDxE
ebenfalls der GH-18 Familie zugeordnet werden. Daher war es wichtig zu kléren, ob TsESI als

rekombinant hergestelltes Protein chitinolytisch aktiv ist. Wie sich herausgestellt hat, besitzt
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TsES1 sowohl eine Endo-, als auch Exo-Chitinaseaktivitit, die sogar hoher als die Aktivitat
des Kontrollproteins war (Abb. 3.14).

Wie es fir Acanthocheilonema viteae (A. witeae), Onchocerca volvulus (O. wvolvulus) und
Brugia malayi (B. malayi) gezeigt wurde, konnen Helminthen Chitin oder Derivate von N-
Acetylglucosamin in der Eihiille und der Hiille von Mikrofilarien bilden [Adam et al., 1996, Bry-
don et al., 1987, Fuhrman and Piessens, 1985]. Damit die Larven aus dem Ei schliipfen kénnen,
werden Chitinasen bendtigt, die auch bei der Hautung der Larven wichtig sind. Dies wurde
eindrucksvoll von Tachu et al. gezeigt, da eine Inhibition der Expression der Chitinasen durch
doppelstrangige RNA in A. viteae zu einer verringerten Schlupf- und H&autungsrate fiihrte
[Tachu et al., 2008]. Die wichtige Funktion der Helminthenchitinasen konnte vor kurzem auch
fiir O. volvulus gezeigt werden. Denn durch den Einsatz eines spezifischen Inhibitors der Chi-
tinase OvCHIT1 wurde das Schliipfen der L3 Larven verhindert [Gooyit et al., 2014]. Somit
sind Chitinasen wichtige Enzyme fiir die Entwicklung von Helminthen.

Fir T. suis Larven und deren Enzyme ist es aufferdem wichtig, dass sie im sauren Darm-
milieu ihres Wirtes stabil und damit enzymatisch aktiv sind, um das Schliipfen und H&auten
unterstiitzen zu konnen. Deshalb wurde die Temperatur- und pH-abhéngige Chitinaseakti-
vitdt des rekombinant hergestellten Proteins TsES1 iiberpriift. Erstaunlicherweise war das
rekombinante TsES1 bis zu einer Temperatur von 50 °C enzymatisch aktiv, einer Temperatur,
die im natiirlichen Umfeld von T. suis keine Rolle spielt (Abb. 3.15). Aukerdem wurde eine
chitinolytische Aktivitdt zwischen pH 4-7 nachgewiesen, die eine Beteiligung des Enzyms bei
der Hautung im sauren Darm des Wirtes moglich macht.

Mit Hilfe von TsES1-spezifischen IgG-Antikérpern sollte iiberpriift werden, ob das rekombi-
nant hergestellte Protein TSES1 auch in natiirlicher Form im 7. suis L1 ES nachgewiesen
werden kann. Im Western Blot konnte eine Proteinbande im T. suis L1 ES detektiert werden,
die ungefihr auf gleicher Hohe lag wie die TsES1 Bande (Abb. 3.13). Zusétzlich wurden als
Kontrollen zwei andere TSES Proteine verwendet, die jedoch nicht detektiert wurden. Damit
sind die gewonnenen TsES1-IgG-Antikérper spezifisch fiir die Helminthenchitinase und ent-

halten keine anti-His6tag Antikorper.

Um das Protein TSES1 weiter zu charakterisieren wurde nach Strukturen von verwandten
Chitinasen gesucht. Wie sich herausgestellt hat, beinhaltete die PDB-Datenbank zu dem Re-
cherchezeitpunkt keine Struktur einer Helminthenchitinase. Deshalb wurde zusammen mit
einem Kooperationspartner die Struktur von TSES1 mit einer Aufldsung von 1,65 A aufge-

klart und erstaunlicherweise als Dimer identifiziert (Abb. 3.16).

111



KAPITEL 4. DISKUSSION

Eine Dimerisierung von Chitinasen wurde bereits beschrieben [Shoresh and Harman, 2010,
es ist jedoch keine generelle Eigenschaft dieser Proteinklasse. Auflerdem ergab ein NCBI-
Datenbankabgleich des Sequenzbereiches von TsES1, welches das fiir die Dimerisierung ver-
antwortliche Cystein enthélt, keine homologen Sequenzen zu anderen Proteinen. Damit scheint
das Cystein auf der Oberfliche von TSES1 eine einzigartige Aminoséure in der Sequenz von
Chitinasen zu sein.

Fiir ES Proteine anderer Helminthen sind ebenfalls Dimere beschrieben, die immunregulatori-
sche Figenschaften haben. So wurde fiir das dimere Protein 28-kDa glutathione S-transferase
(P28GST) von Schistosomen ermittelt, dass es im Kolitis-Modell der Maus die Lésionen und
Th2-Zytokinexpression abhéngig von eosinophilen Granulozyten reduziert [Johnson et al.,
2003, Driss et al., 2016]. Ebenso ist das bereits erwiahnte S. mansoni Protein IPSE /alpha-1
ein Dimer, dass auch nur als Dimer effektiv basophile Granulozyten aktivieren kann [Meyer
et al., 2015].

Des Weiteren konnte fiir TsES1 bestéatigt werden, dass es auch in Losung Dimere bilden kann
und daher potentiell die immunregulatorische Funktion von TSES1 unterstiitzt. Um den Ein-
fluss der Dimerisierung auf die Immunregulation von TsES1 im Asthma-Modell untersuchen
zu konnen, muss das fiir die Dimerisierung verantwortliche Cystein zu Alanin oder Serin mu-
tiert werden. Dadurch wird die Bildung einer Disulfidbriicke verhindert und monomere TsSES1
Proteine entstehen. Jedoch war der Anteil dimerer TsES1 Proteine in Losung relativ gering,
sodass der Einsatz von mutierten monomeren Proteinen im Asthma-Mausmodell moglicher-
weise dhnliche Ergebnisse liefert wie nicht-mutiertes TsES1.

Der entschliisselten Proteinstruktur fehlen am C-Terminus 94 Aminoséduren, die kristallogra-
fisch nicht analysiert werden konnten. Wie sich mit Hilfe der Massenspektrometrie herausge-
stellt hat, weisen die Molekiile innerhalb des Proteinkristalls diesen C-Terminus nicht auf. Das
heifst, wihrend der Kristallisation wurde der iiber eine relativ flexible Linker-Sequenz verbun-
dene C-Terminus abgetrennt. Wie genau es dazu gekommen ist und ob das Protein autolytisch
zum Abschneiden der Sequenz fiihrt, wurde bisher nicht untersucht. Es konnte sein, dass durch
verdnderte Pufferbedingungen wihrend der Kristallisation die Struktur stabilisiert und damit
der Verlust des C-Terminus verhindert werden kann. Fiir viele andere Chitinasen konnte der
C-Terminus bisher ebenfalls gar nicht oder wie bei der humanen Chitotriosidase (Chitl) nur
unvollstandig strukturell analysiert werden [Fadel et al., 2016]. Um dies iiberhaupt zu errei-
chen, mussten als Erstes Kristalle von Chitl-Proteinen ohne C-Terminus hergestellt werden.
Diese wurden dann als Impfkristalle fiir Proteinlosungen verwendet, die das vollstéandig expri-

mierte Chit1-Protein enthielten. Vielleicht ist diese Methode fiir die Analyse der vollstdndigen
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Struktur von TsES1 ebenfalls nétig, um das Abspalten des C-Terminus zu verhindern.

Insgesamt wurde erstmals eine Chitinase von T. suis charakterisiert, die bis zu einer Tempe-
ratur von 50 °C stabil und enzymatisch aktiv ist. Zusétzlich wurde die Struktur von TsES1
entschliisselt und damit die erste Struktur einer Helminthenchitinase analysiert. Dabei scheint

die Dimerisierung von TsES1 fiir Chitinasen einzigartig zu sein.

4.4. Immunmodulation des Wirtes durch die Trichuris suis

Chitinase TsES1

Das rekombinant hergestellte T. suis L1 ES Protein TsES] ist eine Chitinase, die im Vergleich
zu den anderen rekombinanten Proteinen im in vivo Asthmamodell immunregulatorische Ei-
genschaften gezeigt hat, da sie die Anzahl eosinophiler Granulozyten in der Lunge verringert
hat. Deshalb wurden zusétzliche Analysen in diesem Krankheitsmodell mit TsES1 durchge-
fiihrt, die zur Bestétigung der initialen Ergebnisse fiihrten und weitere Erkenntnisse lieferten.
Es wurde sowohl mikroskopisch als auch am Durchflusszytometer nachgewiesen, dass TsES1
im verwendeten Asthmamodell eine Reduktion der Eosinophilie in der Lunge verursacht (Abb.
3.17, 3.18). AuRerdem wurden die Zytokine IL-4, IL-18 und das Chemokin CCL3 in der BAL-
Fliissigkeit im Vergleich zur positiven Kontrollgruppe erhoht (Abb. 3.20). Gleichzeitig milderte
eine TsES1 Behandlung die spezifische Atemwegsresistenz (Abb. 3.21) und erhdhte die Anzahl
alternativ aktivierter Makrophagen (AAMs) in der Lunge (Abb. 3.22). Teilweise sind diese Be-
obachtungen auf die Integritat des Proteins zuriickzufiihren, da das Hitze-inaktivierte TsES1
zu keiner signifikanten Reduktion der eosinophilen Granulozyten fiihrte, aber die Zytokinlevel
ebenfalls erhohte. Ob dieser Unterschied jedoch auf Grund der fehlenden Enzymfunktion oder
nur auf den Strukturverlust zuriickzufiihren ist, wurde bisher nicht geklart. Da die gesteigerte
Zytokinexpression und die geminderte Expression von Arginase-1 in der Lunge aber unabhén-
gig von der Proteinintegritdt erfolgten, wird eine Mutation des dimeren TsES1 hin zu einem
monomeren Protein wahrscheinlich keine wesentlichen Funktionsdnderungen herbeifiihren.
Doch es stellte sich die Frage, welchen Einfluss eine Helminthenchitinase auf eosinophile Gra-
nulozyten, die Lungenfunktion und AAMs in einem Asthmamodell der Maus haben kann,
wenn dieses Modell selbst zur Expression von Chitinasen und chitinase like proteins CLPs
fiihrt.

In der Maus werden die zwei Chitinasen acidic mammamilian chitinase (AMCase) und die
Chitotriosidase-1 (Chit1l) exprimiert, die als aktive Enzyme Chitin abbauen kénnen. Die CLPs
der Maus Yml (Chitinase3-like3, Chi3l3), Ym2 (Chitinase3-like4, Chi3l4) sowie das breast
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regression protein-39 (BRP-39; Chitinase3-likel, Chi3ll) besitzen hingegen keine Chitinase-
aktivitdt. Eine Funktion der Chitinasen ist der Abbau von Chitin zur Nahrungsverwertung
im Sdugtiermagen [Ohno et al., 2012|. Bedeutender ist jedoch, dass Chitinasen und CLPs als
wichtige Proteine des Immunsystems von Saugetieren beschrieben werden |Lee et al., 2011] und
besonders wihrend der Th2-Entziindungsreaktionen im Darm oder in der Lunge exprimiert
sind [Sutherland et al., 2009, Shuhui et al., 2009]. CLPs haben auf Grund von Mutationen im
aktiven Zentrum die Féhigkeit verloren Chitin zu spalten, jedoch wurde beobachtet, dass sie
bei der Kontrolle von Helmintheninfektionen und der dabei entstehenden Gewebezerstorung
beteiligt sind [Sutherland, 2018|. So wurde festgestellt, dass wihrend einer N. brasiliensis-
Infektion in der Maus die CLPs Ym1/Ym2 tiber eine Aktivierung von J-T-Zellen neutrophi-
le Granulozyten in die Lunge rekrutiert werden [Sutherland et al., 2014|. Dabei stimulieren
CLPs sich gegenseitig in ihrer Expression und aktivieren neutrophilen Granulozyten, die zu-
sammen mit AAMs an der Bekdmpfung der Larven beteiligt sind. Jedoch entstehen dadurch
auch Gewebeschéden, die nach der Wanderung der Larven in der Lunge nur in Anwesenheit
der CLPs beseitigt werden. Auferdem wurde fiir das CLP BRP-39 nachgewiesen, dass es in
vivo und in vitro die Apoptose mindern kann, zur Induktion von AAM beitrdgt und es in
BRP-39 knock-out Tieren zu einer geringeren Auspriagung der allergie-induzierten Lungen-
entziindung kommt [Lee et al., 2009]. Zusétzlich dazu haben Xu et al. gezeigt, dass BRP-39
iiberexprimierende DCs in einem OVA-Asthmamodell die Expression von Th2-Zytokinen er-
hohen und eine stérkere Eosinophilie auslosen [Xu et al., 2012]. Ebenso wurde fiir die murine
Chitinase AMCase gezeigt, dass diese in einem OVA-Asthmamodell I1.-13 abhéngig vermehrt
exprimiert wird [Zhu, 2004]. Die Neutralisation tiber Anti-AMCase Antikérper fithrt zur Re-
duktion der eosinophilen Granulozyten in der Lunge sowie der Abschwéichung der allergischen
Hyperreaktivitéat [Zhu, 2004].

Um zu kldren, wie TSES1 in dem Netzwerk mauseigener Chitinasen in einem Modell der
allergischen Atemwegserkrankung immunregulierend wirken kann, wurden in abschliefenden
Versuchen mehrere Hypothesen untersucht. Zuséatzlich zur Hypothese, dass TsES1 wie eine
mauseigene Chitinase/CLP agiert, wurden indirekte Mechanismen der Immunregulation iiber

autoreaktive Antikorper und regulatorische B-Zellen (Bregs) analysiert.

TsES1 induziert alternativ aktivierte Makrophagen

Wiirde TsES1 als murinen Chitinasen erkannt, miisste es auf Grund von Sequenz- und Struk-
turdhnlichkeit dhnliche Funktionen in der Maus ausiiben. Die Sequenz von TsES1 stimmt zu

ca. 40 % mit denen der murinen Chitinasen und CLPs {iberein (Abb. 3.12). Ebenso ergab der
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Vergleich der Struktur von TsES1 mit bekannten Strukturen humaner und muriner Chitina-
sen, dass viele Bereiche konserviert sind (Abb. 3.16). Daher schien es moglich zu sein, dass
TSsES1 wie eine murine Chitinase/CLP erkannt wird und als solche aktiv ist. Dabei sollte
erwiahnt werden, dass bisher nur fiir BRP-39 die Bindung an die Rezeptoren IL13-Ra2 [He
et al., 2013|, Prostaglandin D2 (CRTH2) [Zhou et al., 2015] und receptor for advance glycation
end product (RAGE) nachgewiesen wurde [Low et al., 2015].

Fiir Ym1/Ym?2 ist beschrieben, dass sie die Expression der murinen CLPs erhéhen und neu-
trophile Granulozyten in die Lunge oder in den peritonealen Bauchraum rekrutieren kénnen
[Sutherland et al., 2014]. Deshalb wurde untersucht, ob auch TSES1 die Expression der muri-
nen CLPs erhohen kann.

Allerdings fithrte die Behandlung mit TsES1 im Mausmodell der allergischen Atemwegser-
krankung zu keiner signifikanten Steigerung der CLP-Expression, aber zu einer deutlichen
Abnahme der BRP-39-Transkripte im Vergleich zur positiven Kontrolle (Abb. 3.23). In der
Literatur ist die Uberexpression von BRP-39 in DCs in einem OVA-Asthmamodell beschrie-
ben, die zur Expressionssteigerung von Th2-Zytokinen beitrug und eine starkere Eosinophilie
ausloste [Xu et al., 2012|. Zuséatzlich wurde in BRP-39 knock-out Tieren beobachtet, dass
diese eine geringere Auspragung der allergie-induzierten Lungenentziindung bekommen [Lee
et al., 2009]. Daher konnte die geringere Expression von BRP-39 durch TsES1-Behandlung
die reduzierte Eosinophilie im verwendeten Asthmamodell erklaren.

Es wurde im Vergleich zur Publikation von Sutherland et al. mit einem rekombinantem Pro-
tein und nicht mit der Transfektion von Plasmiden gearbeitet, die nach der Aufnahme in die
Zellen zur Expression des jeweiligen CLPs fiihren. Es konnten daher intrinsische Mechanis-
men fiir die gegenseitige Expressionssteigerung der CLPs verantwortlich sein, die durch die
Verwendung rekombinanter Proteine nicht erzielt werden.

Im Gegensatz zu den eher verstiarkenden, pathologischen Effekten von BRP-39 wurde sowohl
fiir AMCase, als auch fir BRP-39 in vivo bzw. in vitro nachgewiesen, dass sie die induzierte
Apoptose mildern konnen [Hartl et al., 2009, Lee et al., 2009]. TSES1 zeigt diese Fahigkeit bei
mangelinduzierter Apoptose von A549-Epithelzellen in vitro jedoch nicht (Abb. 3.24), obwohl
in der Lunge asthmatischer M&use mit TsES1-Behandlung eine leichte Abnahme des Score-
Wertes beobachtet wurde (Abb. 3.22).

Zuséatzlich wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht, ob TsES1 die initial ermit-
telte Vermehrung interstitieller Relma™ Makrophagen erhoht. Fiir Ym1 wurde beschrieben,
dass es interstitielle Makrophagen (IM) in der Lunge vermehrt, aber bisher wurden diese

Zellen nicht als AAMs definiert [Sutherland et al., 2014|. Allgemein ist fiir IM beschrieben,
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dass sie iiber I1-10 die Migration von DCs verhindern und dadurch OVA-induziertes Asthma
unterdriicken [Bedoret et al., 2009]. Ebenso kénnen IL-10-produzierende IM das Asthma der
Maus mildern, das durch den Anstieg neutrophiler Granulozyten gekennzeichnet ist [Kawano
et al., 2016].

Die Behandlung mit TsES1 im OVA-Asthmamodell erhéhte die Anzahl interstitieller Relma ™
Makrophagen in der Lunge, die nicht auf eine generelle Steigerung der interstitiellen Makro-
phagen zuriickzufiihren war (Abb. 3.25). Da die detektierten IM nicht auf die Sekretion von
IL-10 untersucht wurden, kann keine Aussage getroffen werden, ob die interstitiellen Relma™
Makrophagen I1-10 herstellen. Es ist jedoch auch fiir AAMs bekannt, dass sie IL-10 sekre-
tieren konnen und dadurch immunsupprimierend wirken [Katakura et al., 2004, Gordon and
Martinez, 2010]. Deshalb wére es interessant zu untersuchen, ob die im Asthmamodell durch
TsES1 vermehrt auftretenden AAMs IL-10 sekretieren und auf diesem Weg zur Immunregu-
lation beitragen.

In wvitro fiihrte TSES1 nicht zur Induktion von AAMs und steigerte auch nicht die IL.-4 stimu-
lierte Expression der Markergene Relma, Arginase-1 und Ym1 (Abb. 3.26). Demnach scheint
TsES1 nur wihrend der Th2-Entziindung in der Lunge interstitielle Relma ™ Makrophagen zu
induzieren.

Zusitzlich konnte festgestellt werden, dass durch TsES1 zwar die SiglecF"8" aber nicht die
SiglecF!°% exprimierenden eosinophilen Granulozyten in der Lunge signifikant reduziert wur-
den. Die SiglecFMeh eosinophilen Granulozyten werden als bereits ins Lumen der Bronchien
eingewanderte und aktivierte Zellen beschrieben, wohingegen die SiglecF°" eosinophilen Gra-
nulozyten den Einwanderungsprozess noch nicht abgeschlossen haben und weniger aktiviert
sind [Abdala Valencia et al., 2016|. Daher scheinen die eosinophilen Granulozyten durch die
TsES1-Behandlung an der Einwanderung in das Lumen gehindert zu werden und nicht die

eigentliche Rekrutierung der Zellen zur Lunge zu verhindern.

Bisherigen Studien beobachteten hauptséachlich, dass Chitinasen und CLPs negativ mit Th2-
Entziindungen korrelieren und eine Neutralisation oder Inhibition der Chitinasen/CLPs die
Th2-Immunreaktion schwécht. In einem Kolitis-Mausmodell wurde die Entstehung der Kolitis
durch die orale Gabe von Kofffein verzogert, weil Koffein an YKIL-40 (Homolog zu murinem
BRP-39) bindet [Lee et al., 2014]. Auferdem hatten die Koffein-behandelten M&ause einen ge-
ringeren Score-Wert und geminderte Zytokinlevel fiir IFN~ und IL-17. Ebenso blockieren die
Chitinaseinhibitoren Allosamidin und Bisdionin F die murine AMCase in vivo und verhindern

so eine starke OVA-induzierte Allergie in der Lunge [Sutherland et al., 2011, Zhu, 2004].
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Trotzdem gibt es Hinweise, dass CLPs und Chitinasen zur Bekimpfung von Helminthen wéh-
rend der Th2-Entziindung wichtig sind. In der Arbeit von Sutherland et al. wurde festgestellt,
dass vor allem Yml wihrend einer N. brasiliensis Infektion zur Rekrutierung von neutro-
philen Granulozyten beitriagt und diese dann zusammen mit AAMs die Parasiten bekdmpfen
[Sutherland et al., 2014]. Die dabei verstérkt auftretenden Gewebeschédden in der Lunge blie-
ben aus, wenn Yml in diesem Modell fehlte, aber gleichzeitig wurden auch weniger Parasiten
eliminiert. Aufflerdem konnte die Reparation der Lunge ohne Ym1 nur langsam erfolgen. Dem-
nach sind CLPs fiir die Bekdmpfung von Helminthen wichtig, verursachen dadurch aber mehr
Gewebeschéiden, die nur im Beisein dieser CLPs effektiv behoben werden kénnen.

Eine weitere Arbeit von Vannella et al. zeigte, dass die Expression von AMCase im Darm von
Maéusen fiir die Th2-Immunantwort gegen N. brasiliensis und H. polygyrus notwendig ist [Van-
nella et al., 2016]. Infizierte AMCase knock-out Mause hatten eine geringe Mukusproduktion,
exprimierten weniger IL-13, Relmf und YmlI und zeigten eine insgesamt langsamere Aus-
schleusung der Wiirmer. Somit sind Chitinasen und CLPs wichtige Immunfaktoren fiir die
Abwehr von Helminthen und verstdrken aber in unregulierten Th2-Entziindungsreaktionen
wie bei Asthma oder Colitis die Pathologie.

In diesem Netzwerk der wirtseigenen Immunregulation durch Chitinasen /CLPs aktiviert

TsES1 die Induktion von AAMs in der Lunge.

TsES1 induziert kreuzreaktive Antikorper

Wie bereits erwihnt wurde, konnte die Neutralisation von AMCase mit Hilfe von Antikérpern
oder dem knock-out von BRP-39 eine Th2-getriebene Entziindungsreaktion in der Lunge ver-
hindern [Zhu, 2004, Lee et al., 2009]. Deshalb wurde die Hypothese aufgestellt, dass wihrend
der Sensibilisierung im verwendeten Mausmodell Antikérper gegen TsES1 gebildet werden, die
dann kreuzreaktiv gegen murine Chitinasen/CLPs wirken. Dadurch wiirden die wihrend der
Provokation der Lunge vermehrt gebildeten Chitinasen/CLPs neutralisiert und die Chitinase-
induzierten Entziindungsreaktionen abgeschwécht werden.

Die Sequenz von TsES1 stimmt zu ca. 40 % mit denen der murinen Chitinasen und CLPs iiber-
ein und auch der Strukturvergleich deckte viele homologe Bereiche auf, sodass die Bildung
kreuzreaktiver Antikérper in der Maus moglich ist. Daher wurden Seren der Mause des Asth-
mamodells auf kreuzreaktive Antikorper gegen AMCase, Yml, Ym2 und BRP-39 mit Hilfe
von Western Blots untersucht. Es wurde nachgewiesen, dass nur Seren von TsES1-behandelten
Asthmamé&usen kreuzreaktive Antikorper hergestellt haben, nicht aber TsES1-immunisierte

Maéuse (Abb. 3.27). Damit scheint die Entziindungsreaktion in der Lunge oder die dadurch
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ausgeloste Expression der murinen Chitinasen/CLPs notwendig zu sein, um kreuzreaktive
Antikorper zu induzieren.

Ob die durch TsES1 induzierten kreuzreaktiven Antikorper fiir die gemilderte Eosinophilie
verantwortlich sind, kann durch einen Transfer der Seren bzw. isolierten Antikérper in Mause,
die dann ebenfalls ein OVA-induziertes Asthmamodell durchlaufen, {iberpriift werden.
Abweichend von der Studie von Zhu et al., bei der AMCase eine Asthma-verstarkende Wir-
kung zugesprochen wurde [Zhu, 2004|, wurde bei der Analyse von AMCase knock-out Mau-
sen kein Zusammenhang zur Th2-Entziindungsreaktion in der Lunge nachgewiesen [Vannella
et al., 2016]. Jedoch wurden unterschiedliche Asthmamodelle verwendet, die andere immu-
nologische Systeme ansprechen. Im AMCase knock-out Versuch wurde das house dust mite
(HDM)-Modell eingesetzt, wohingegen Zhu et al. OVA als Allergen zur Induktion von Asthma
genutzt haben. Aufserdem wurde bei Zhu et al. ein gegen AMCase produziertes, polyklonales
Serum verwendet, dessen Antikorper auch die anderen CLPs in der Lunge binden kénnten
und dadurch eine Inhibition der Th2-Entziindung noch verstérken. Somit bleibt unklar, ob
AMCase im Allgemeinen in einer Th2-Entziindungsreaktion in der Lunge verstarkend wirkt
oder nicht. Da in der vorliegenden Arbeit aber mit einem dhnlichen OVA-Asthmamodell ge-
arbeitet wurde wie in der Studie von Zhu et al., ist die Hypothese, dass die nachgewiesenen
kreuzreaktiven Antikdrper fiir die reduzierte Eosinophilie und gemilderte Atemwegsresistenz
in diesem Modell mit verantwortlich sind, weiterhin wahrscheinlich und sollte durch weitere
Experimente bestétigt werden.

Grundsétzlich stellt sich die Frage, ob wiahrend einer TSO-Therapie beim Menschen ebenfalls
Antikorper wichtige immunregulatorische Funktionen {ibernehmen und diese vielleicht nur im
Rahmen von Entziindungsreaktionen gebildet werden.

Bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie inflammatory bowel disease (IBD) und
Multiple Sklerose (MS) spielen autoreaktive Antikorper eine wichtige Rolle, da sie die Ent-
ziindungsreaktion verstiarken konnen [Probstel et al., 2015, Roggenbuck et al., 2016]. Die
klinischen Studien zur Behandlung dieser Krankheiten mit TSO liefern im Hinblick auf die
Wirksamkeit von TSO als Therapeutikum kein eindeutiges Bild. Da sogenannte Entziindungs-
schiibe fiir IBD und MS kennzeichnend sind, wére folgender Gedankengang moglich: Angenom-
men kreuzreaktive Antikdrper werden innerhalb einer TSO-Therapie nur von den Patienten
gebildet, die gleichzeitig in einer Entziindugsphase sind und diese Antikorper eliminieren uner-
wiinschte Proteine, sodass die Entziindung abgeschwécht wird. Dann wiirde durch die initiale
Bildung der Antikérper wahrend einer solchen Phase der Schweregrad der Entziindung bzw.

die Entstehung weiterer Schiibe reduziert werden. Somit kénnte eine TSO-Therapie nur fiir
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die Patienten wirksam sein, die zu Behandlungsbeginn einen Schub hatten.

Jedoch ist im Allgemeinen eine Verschlechterung des Krankheitsverlaufs durch die Induktion
kreuzreaktiver Antikorper denkbar, sodass dieser mogliche Mechanismus der T'SO-Therapie
genau untersucht werden muss. Aufserdem wurde im Bereich der Tumorforschung festgestellt,
dass die CLPs Yml, Ym2 und BRP39 bereits als Autoantigene wirken und so in einem
Epidermis-Modell Antikérper binden, die dann zur Entziindung und Karzinogenese beitragen
[Qureshi et al., 2011]. Dadurch ist ebenfalls der genau gegenteilige Gedankengang moglich:
Angenommen innerhalb einer TSO-Therapie bilden nur die Patienten kreuzreaktive Antikor-
per, die gleichzeitig in einer Entziindungsphase sind und deshalb eine Verschlechterung ihrer
Symptome erfahren. Dann wiirden diese Antikérper die Entziindung bzw. Entstehung weiterer
Schiibe verstarken. Das heifst, vielleicht lassen sich iiber die Bildung autoreaktiver Antikérper
die heterogenen Ergebnisse der T'SO-Therapie erklaren und sollten deshalb in der Zukunft

sehr genau untersucht werden.

TsES1 induziert regulatorische B-Zellen

Neben den Erkenntnissen zu Chitinasen/CLPs und ihren immunregulatorischen Eigenschaften
in der Maus, kénnte TsES1 auch andere Signalwege des Immunsystems aktivieren. So wur-
de nachgewiesen, dass eine Infektion mit S. mansoni regulatorische B-Zellen induziert, die
nach Ubertragung in eine andere Maus diese vor OVA-induziertem Asthma schiitzen [Amu
et al., 2010]. Dabei werden CD19" B-Zellen als Bregs bezeichnet, die neben IL-10 auch die
Oberflachenmarker CD1 und CD5 exprimieren |Yanaba et al., 2008|. Obwohl fiir 7. suis eine
Induktion von Bregs bisher nicht bekannt ist, sollte iiberpriift werden, ob diese Zellen durch
TsES1 im murinen Asthmamodell gebildet werden.

Es wurde festgestellt, dass in den PBLN die Frequenz der IL-10 exprimierenden CD1" CD5"
und CD1" CD5" B-Zellen in der TsES1 behandelten Gruppe gegeniiber der OVA-positiven
Gruppe gesteigert wurde (Abb. 3.28). Auf Grund der geringen Anzahl an Tieren in diesem
Versuch koénnen diese Ergebnisse lediglich als erste Hinweise fiir eine Induktion von Bregs
im Asthmamodell der Maus durch TsES1 gesehen werden. Vielleicht sollte auch das gesamte
TsES auf die Induktion von Bregs untersucht werden, um damit moglicherweise einen neuen
Regulationsweg fiir 7. suis zu beschreiben. Vor allem iiber die Sekretion von IL-10 werden
aktivierte Immunzellen wie T-Zellen und Makrophagen supprimiert und produzieren weniger
entziindliche Zytokine [Rosser and Mauri, 2015]. Damit sind Bregs durch ihre immunsuppri-
mierende Eigenschaft interessante Zielzellen fiir eine Therapie gegen Autoimmunerkrankungen

und Allergien.
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Es wurden verschiedene Hypothesen untersucht, wie die Immunmodulation durch die T. suis
Chitinase TsES1 im Mausmodell der allergischen Atemwegserkrankung erfolgen kann.

Auf Grund der bisher selbst noch nicht vollsténdig aufgeklarten immunologischen Funktionen
der einzelnen CLPs und Chitinasen und den widerspriichlichen Ergebnissen zu ihren Eigen-
schaften, konnen Funktionen von TsES1 nur bedingt auf Chitinase/CLP-eigene Mechanismen
zuriickgefithrt werden. Die Induktion kreuzreaktiver Antikorper und lokal auftretender Bregs
bilden neue Wege der Immunregulation durch 7. suis, die weiter verfolgt werden sollten. Vor
allem im Hinblick auf die heterogene Ergebnislage der klinischen Studien, ist die genauere

Betrachtung kreuzreaktiver/autoreaktiver Antikérper notwendig.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden von zehn potentiellen Immunregulatoren, die im ES von
T. suis L1 Larven identifiziert wurden, sechs Proteine mit dem Leishmanien Expressions-
system rekombinant hergestellt. Anschlieftend wurde in in vitro Versuchen bei dendritischen
Zellen (DCs) die LPS-induzierte Zytokinsekretion durch die Behandlung mit den rekombi-
nanten Proteinen reduziert, wobei weder die Expression der DC-Oberflaichenmarker, noch die
antigenabhéngige T-Zellproliferation reguliert wurden. Von den sechs rekombinant exprimier-
ten Proteinen wurde eines als eine Chitinase charakterisiert, das in vivo iiber die Reduktion
der Eosinophilie in der Lunge, die Abschwichung der Atemwegsresistenz und die Vermehrung
interstitieller Relma " Lungenmakrophagen die allergische Atemwegserkrankung milderte. Da,
auch Mause Chitinasen und Chitinase-like Proteine (CLPs) produzieren, waren die Beobach-
tungen der Immunregulation durch die Behandlung mit einer Helminthenchitinase auffallend.
Nachfolgende Untersuchungen haben ergeben, dass Relma™ AAMs, kreuzreaktive Antikorper
und regulatorische B-Zellen durch die TsES1 Behandlung induziert wurden und diese mogli-
cherweise die regulatorischen Faktoren darstellen.

Trotz dieser neuen Erkenntnisse bleiben viele Fragen unbeantwortet. Ein wichtiger Punkt
hierbei ist die limitierte Anzahl analysierter Proteine, die auf Grund der Selektionskriterien
gegeben war. Es sind viele TSES Proteine bisher nicht ndher untersucht worden, die eben-
falls potentielle Immunmodulatoren sind. Es wére von grofsem Vorteil, wenn wesentlich mehr
rekombinante Proteine von T. swis vorhanden wiren und in standardisierten Assays analy-
siert werden kénnten. Aufierdem wurden die rekombinanten TsES Proteine bisher nur in einem
ausgewahlten Krankheitsmodell getestet, wobei nur ein Protein die im Modell induzierte Th2-
Entziindungsreaktion regulierte.

Der Einsatz der rekombinanten Proteine in weiteren klinisch relevanten Krankheitsmodellen
wére interessant, da bereits Kolitis- und MS-Patienten im Rahmen von klinischen Studien
mit TSO behandelt wurden. Eine vertiefende Grundlagenforschung auf dem Gebiet einzel-
ner TSES Proteine bietet aulerdem mehrere Vorteile. Zum einen kénnen immunregulatorische
Mechanismen von Helminthen im Allgemeinen besser und genauer untersucht werden. Zum
anderen konnen Molekiile, die zu einer effektiven Verbesserung im Krankheitsmodell fithren,
als spatere Medikamente detailliert untersucht werden.

TsES1 induzierte kreuzreaktive Antikorper in einem OVA-induzierten Asthmamodell, die mog-
licherweise fiir die gemilderte Eosinophilie in der Lunge verantwortlich sind. Durch einen

Transfer der Seren bzw. isolierten Antikérper in Mause, die dann ebenfalls ein OVA-induziertes
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Asthmamodell durchlaufen, kann diese Hypothese {iberpriift werden. Jedoch kénnen dabei
auch anti-OVA-Antikérper die Induktion des Asthmamodells behindern, sodass entweder das
Serum von OVA-positiven Tieren als Kontrollen mitgefiihrt werden muss oder OVA-spezifische
Antikorper in dem Serum TsES1-behandelter Tiere depletiert werden. Eine weitere Moglich-
keit ist der Einsatz eines anderen Asthma-Modells, wie dem HDM-Modell, wodurch die OVA-
spezifischen Antikorper vernachléssigt werden kénnen. Dafiir muss zuvor geklart werden, ob
TsES1 in dem HDM-Modell ebenfalls die Eosinophilie reduziert und kreuzreaktive Antikérper
induziert.

Ebenso wurden erste Hinweise gefunden, dass eine TsES1-Behandlung im Asthmamodell re-
gulatorische B-Zellen induzieren kann. Da fiir T. suis eine Induktion von Bregs bisher nicht
bekannt ist, sollte diese Beobachtung mit weiteren in vitro und in vivo Experimenten verfolgt
werden.

Zusammenfassend wurden im ES von 7. suis L1 mehrere Proteine identifiziert, die als poten-
tielle Immunregulatoren weiter untersucht werden sollten. Obwohl fiir TsES1 kein eindeutiger
Mechanismus der Immunregulation identifiziert werden konnte und der Einsatz dieses Prote-
ins als Medikament anstelle einer TSO-Therapie unwahrscheinlich erscheint, wurden neue und
interessante Regulationswege beschrieben, die die Erforschung von weiteren TsES Proteinen

und 7. suis als Therapiewurm rechtfertigen.
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A. Abkiirzungsverzeichnis

AAM
Abb.

A. viteae
AHR
AMCase
AMP

Aqua dest.

ad.
AP
APS
AS

A. lumbricoides

ASP

bp
BCIP
BLAST
BHI
BRP-39
B. malayi
BSA
CAP
CBD
CD
cDNA

CFSE
Chit
CLP
CLR
DC
DNA

alternatively activated macrophages -Alternativ aktivierte Makrophagen
Abbildung

Acanthocheilonema viteae

Airway hyperresponsiveness

Acidic mammalian chitinase

Ampicillin

Aqua destillata (destilliertes Wasser)

auf

Alkalische Phosphatase

Ammoniompersulfat

Aminoséure

Ascaris lumbricoides

Ancylostoma caninum secreted protein/ Activation-associated secreted
protein

Basenpaare

5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

Basic Local Alignment Search Tool

Brain Heart Infusion

Breast regression protein 39

Brugia malay:

bovine serum albumine (Rinderserumalbumin)
Cysteine-rich secretory proteins, antigen 5 and pathogenesis-related 1
Chitin-Binde-Doméne

Cluster determinant

complementary deozyribonucleic acid (komplementére
Desoxyribonukleinséure)

Carboxyfluorescein succinimidyl ester

Chitotriosidase

Chitinase-like-protein

c-type lectin receptor

dendritic cell

deozxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinséure)
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dpi days post infection

DSS Dextrannatriumsulfat

dNTP desoxy-Nukleotriphosphate

EAE experimental autoimmune encephalomyelitis
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsédure
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ES excretory/secretory(sekretorisch)

et al. et alii (und andere)

FACS fluorescence activated cell sorting
FBS fetal bovine serum

Foxp3 Forkhead box P38

g Erdbeschleunigung

H. polygyrus Heligmosomoides polygyrus

His6-Tag Hexa-Histidin- Tag

HRP Horseradish perozxidase

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

ILCs mnate lymphoid cells

IPSE 1L-4-inducing principle of schistosome eggs
kb kilo Basen

kDa kilo Dalton

L1 Larvenstadium 1

LB Luria Bertani

L. tarentolae Leishmania tarentolae

LEXSY Leishmanien-Expressionssystem
LNFPIII lacto-N-fucopentaose 111

LPS Lipopolysaccharid

M Molar

MALDI-TOF  Matrix Assisted Laser Desorption lonisation-Time of Flight

MHC Major Histocompatibility Complex

MS Multiple Sklerose

MWCO molecular weight cutoff

NCBI National Center for Biotechnology Information

124



ANHANG A. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

NBT

N. brasiliensis
N. americanus
NIF

NK

nt

NTC

ODgzr
Oligo(dT)
OVA

O. volvulus
PAGE
PBMC

PBS

PCR
Pen-Strep
PRR
RELM
RNA

rpm
RNase
RT

RTase

S. mansoni
SCF

SCP

SD

SDS
Smapins
SP

TAE

Tab.
TCEP

Nitroblau-Tetrazoliumchlorid

Nippostrongylus brasiliensis

Necator americanus

neutrophil inhibitory factor

natural killer cell

Nukleotide

Nourseothricin

optische Dichte bei xxx nm

oligo Desoxythymidine

Ovalbumin

Onchocerca volvulus

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

periphal blood mononuclear cell(Mononukledre Zellen des peripheren
Blutes)

phosphate buffered saline(Phosphatgepufferte Salzlosung)
polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
Penicillin-Streptomycin

Pattern recognognition receptor(Mustererkennungsrezeptor)
Resistin-like molecule

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
Ribonuklease

Raumtemperatur

reverse Transkriptase

Schistosoma mansoni

short chain fatty acid

sperm-coating glycoprotein

standard deviation-Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat

small serine protease inhibitors

soluble products

Tris-Acetat-EDTA

Tabelle

Tris(2-carboxyethyl)phosphin
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TCR

TE
TEMED
TGF

Th

TLR

T. muris
TNF

Tris

Treg

TSLP

T. spiralis
T. suis, Ts
TSO

T. trichiura
TWEEN 20
uv

w/v

v/v

T cell receptor (T-Zell-Rezeptor)
Tris-EDTA

N, N, N‘, N* - Tetramethylethylendiamin
Transforming growth factor

helper T cell (T-Helferzelle)

Toll-like Rezeptor

Trichuris muris

Tumornekrosefaktor
Tri-(hydroxylmethyl-) aminomethan
requlatory T cell (regulatorische T-Zelle)
thymic stromal lymphopoietin

Trichinella spiralis

Trichuris suis

Trichuris suis ova

Trichuris trichiura

Handelsname fiir Polysorbat-20
Ultraviolett

weight per volume (Gewicht pro Volumen)

volume per volume (Volumen pro Volumen)
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B. Anhang

Nukleotid- und Aminosiuresequenzen

Die Signalsequenzen der T. suis Proteine wurden unterstrichen und nicht fiir die Klonierung
verwendet. Die Aminosduresequenz der rekombinant hergestellten TSES Proteine tragt am
C-Terminus einen His6-tag mit folgender Sequenz: THHHHHH.

TsES1 KFD48490.1 (M513 10624)

Nukleotidsequenz
ATGAAAACTGCTATTCTGATTTTTCTGGCCACCATCCTCACTCTGAAACCAAAAGCTAAA 6O
TGCGCAGCTGAAAGCGGAGCACGTTCTGTGTGCAATACAGTGAGGCGGAGGAGCGCTGGA 120
ATGCTGCGAAAAGATAGTCAGGATGCGTCGGACGAAAAATATGTACGCGGCTGCTATTTT 180
ACAAACTGGGCTCAATACAGGCCTGGAAATGGAAAATATAACCCAGAACATTATCAAGCC 240
AACCTGTGTGAATACATATTTTATGCTTTTGCCAAACTGAACGACGACTTCACTGTCGAC 300
CAATTTGAATGGAATGACATTGACGTTCTTTATCCGGGCGTCATGAAACAAAAGTCTTCC 360
CAGCCAGACCTCAAGGTGTTGCTCTCTICTTGGCGGATGGAACGCTGGAACTGCAACCTTC 420
AAGAAGATGGCAGCCACATATTCCAACAGAGCAAAGTTTATATCCTCACTCGTTAGCTTC 480
CTTCAGCAGAACAAATTTGACGGTTTCGATTTGGACTGGGAATATCCAGAGAGTTCAGAC 540
AAGGAAAATTACCTTCTGTTATGTCAGGAAATTCTTGCCAAGTTTGAAGAGGTAGCCAAA 600
TGCACAAGTACGTCAAGATTGCTIGTTCACGGCCGCAGTATCAGCGAACCCTAAAACGGTT 660
GATGCAGGCTATGATGTACCAGCGCTAGCCAAGGTGCTGGATTTTGTTAATCTCATGTGC 720
TATGATTTTCACGGGGCATGGGAAACGCAAACTGGAATCAATTCGCCCTTGTATTCTCGA 780
AAAGAAGATTCAAGCGAATTCAAAATGTGGAACGTCGAACAATCGTCAAAATACTGGAGC 840
GACAAAGGAATGCCAAAGAAGCAAATTATAATCGGCTTGCCAACGTATGGGCGCGGTTGG 900
ACTCTAAGTGATGCCTCTAAAACCGATATTGGTGCACCTGCCCAAGGTTCATCCACAGCT 960
ACAGAATACCTAAGAGAAGCCGGAGTTATTTCCTACTACGAGGTTTGCCAAAAGCTATCT 1020
AGTGGAGCGAAGAGGGTATGGGATGATGAGAGTAAGACGCCCTACCTCGTGCAAGGAAAT 1080
CAGTGGTTTAGCTACGATGACGTTGAAAGCATGAAAGCAAAGATCAACTGGATTAAACAA 1140
GAAAATTATGGTGGCGCATTCGTGTGGACTCTTGATTACGATGACTTCCTGGGAAGCTTT 1200
TGCACCGAGCACAATGGAAAGAAATATCCCCTTATCAGCCTGATGCAAGAAATACTAGGA 1260
GGCGGCTACGTGCCTCCCTCGACAGAGTCCACAACTAGTCAAGTGACAACTACGCCATCA 1320
ACGACTACCTCGACAACAAGCCCTGCTGGTGCCTTTCAGTGCCCTTCCGACGGCTTGTTT 1380
CCGGATCCAGAGAGCTGCAGCAATTTTTATCAGTGCGCGGGAGGCACCGCCTACAAAATG 1440
AAGTGTCCGACTGGACTAATGTTCAACCCAAAAACATCCACCTGTGACTATCCCAGCAAC 1500
GTTGATTGCCAAGAGAAAACCATAACG 1527

Aminoséauresequenz
MKTAILIFLATILTLKPKAKCAAESGARSVCNTVRRRSAGMLRKDSQDASDEKYVRGCYF 60
TNWAQYRPGNGKYNPEHYQANLCEYIFYAFAKLNDDFTVDQFEWNDIDVLYPGVMKQKSS 120
QPDLKVLLSLGGWNAGTATFKKMAATYSNRAKFISSLVSFLQQNKFDGFDLDWEYPESSD 180
KENYLLLCQEILAKFEEVAKCTSTSRLLFTAAVSANPKTVDAGYDVPALAKVLDEVNLMC 240
YDFHGAWETQTGINSPLYSRKEDSSEFKMWNVEQSSKYWSDKGMPKKQTITIGLPTYGRGW 300
TLSDASKTDIGAPAQGSSTATEYLREAGVISYYEVCQKLSSGAKRVWDDESKTPYLVQGN 360
QWFSYDDVESMKAKINWIKQENYGGAFVWTLDYDDFLGSFCTEHNGKKYPLISLMQEILG 420
GGYVPPSTESTTSQVTTTPSTTTSTTSPAGAFQCPSDGLFPDPESCSNFYQCAGGTAYKM 480
KCPTGLMEFNPKTSTCDYPSNVDCQEKTIT 509
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TsES4 KFD55729.1 (M513_03477)

Nukleotidsequenz
ATGCAGACGGTACGCACGCTTCGCCTTGTTTTCCTTTGCTTCAGTGTTGCTTACTGCGGA 60
CGAACGAGGATTCCAACTGATGAAGAGGTCGAGATGGCTTACACACTTTTGAATAAGGTA 120
TTTCCGCCCACAAGAGGACCCGTCAAAGTCGTACATCGAATTGACCAAGTTACCTACAGT 180
GGGGAAGAGGATAAATATACTTTAAAATTTATGGCGGTGGATTCGACGTGCCAAACACTG 240
TTGGCCGGTATGGACCAAAAGGACTGCGCACCAGTGAGTTATCCAACTAAGGAAAATTTC 300
AAATACTTCATTGGAAATATTAAAAAGACTGGCAGCGGATATGAAGTCTTAGGTGGCAGC 360
TTCAGGAACCCCGAAGCAGTCGAGTTTCTCGAAGTTGACCGC 402

Aminosauresequenz
MQOTVRTLRLVFLCFSVAYCGRTRIPTDEEVEMAYTLLNKVFPPTRGPVKVVHRIDQVTYS 60
GEEDKYTLKFMAVDSTCQTLLAGMDQKDCAPVSYPTKENFKYFIGNIKKTGSGYEVLGGS 120
FRNPEAVEFLEVDR 134

TsES5 KFD54802.1 (M513_04236)

Nukleotidsequenz
ATGGGATGGTGTCAGCGCTTCCTTGTTATTCTCAGCTTAGCGCTTTACTGGCGCTCCTCT 60
CAGGGTCAAAATCTTGAGACGTTTACAGCAACCGAGAGAACGCAAATTGTGTCAAGTCAC 120
AACAAGTTCAGAGGTATGCTGGAAGGAGGCAATGAGCAATGCATAACAGGTTATGACACC 180
AGTTTGCAAGCGATAGCAGAGAGCGTTGCCGTAAACTGCAGCATTCAAGACGTGCGGGAT 240
CGAGTGGATCAATATGGCCTGGCTTTCTATTTCAAGTTGTTACCAGACACGCGACCAACA 300
ATGGAAGAGTTCGTTGAAGACATATACACTGGCGTAAACTCGTATGACTACACAGCGGCA 360
AACTGTATTGACGAAATACCGTGCCATTICTTTCCTAGCGTTCTCTTGGTTTGAAAACTCG 420
CGTGTCGGTTGTGCGTTGGCTACCTGCGCAAGCGTTAAGGCCGCTGAGGATGAGAATAGT 480
CAACAATACTTTGGCGTCTGCGCCTATAACTATAAGGCTGACCTGACAGCAAGACCGTAC 540
GTAGCGCCACCGGAATGCCAATTTTGCCCAAGCAACGCAAAGATTTGTACCAATCACTTG 600
TGCTGTCCGTATGACTTGACTGCAATGACGTGTCCGGAAGGGGCCGGCGCTGGCGTCCCA 660
GCAAGTCTAAAAAGCCTTTATCGCGTTCATCACACCCGTGCGAACACGGTCCTTACCACG 720
AACGAAACGGAAGTGGATCAGCTGGTACAAGCGGGCGGCACGTCAGCTGGCATTATTGGG 780
CGAATAGCTACAGGAAACGATTCCAGCTGTTCATTTCTCAAACCAGTCCATCACATTTAT 840
AGCCCACATTTTAAATCCAATTACTACATGACGGATGATTATTTGTTTAAAGTTCGAATG 900
AAGGAAGGCTATGAGAACAAAGGCATCATAGGATACGCAGTTCAAGGCGTTCATTCATGT 960
AATGCCACGATAGCAATATACGATTTCTTTAGACCCACGGATGGCATAACACACATTCCA 1020
AATAGCACAGAAGTGCAGAATTATATGAACTATAAATCAGGTTACATATACCACGGTGTIC 1080
AGTTTCGCACTATGGGCC 1098

Aminoséuresequenz
MGWCQRFLVILSLALYWRSSQGONLETFTATERTQIVSSHNKFRGMLEGGNEQCITGYDT 60
SLQATIAESVAVNCSIQDVRDRVDQYGLAFYFKLLPDTRPTMEEFVEDIYTGVNSYDYTAA 120
NCIDEIPCHSFLAFSWFENSRVGCALATCASVKAAEDENSQQYFGVCAYNYKADLTARPY 180
VAPPECQFCPSNAKICTNHLCCPYDLTAMTCPEGAGAGVPASLKSLYRVHHTRANTVLTT 240
NETEVDQLVQAGGTSAGI IGRIATGNDSSCSFLKPVHHIYSPHFKSNYYMTDDYLFKVRM 300
KEGYENKGIIGYAVQGVHSCNATIATYDFFRPTDGITHIPNSTEVQNYMNYKSGYIYHGV 360
SFALWA 366
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TsES6 KFD45500.1 (M513 13623)

Nukleotidsequenz
ATGAGAATGCTTTGGCAGCTGTTATTTTCTCAGCTGTTCCTCATAGCTCCTGTGATGCCT 60
TATGGGTTCACACTTTGGGTAAATGGCAAACAAGTGACAGATCCTGCACAACTGGAAAAG 120
TTTTTCCAGCGATATCCGCAATTCAAGCCTCCAAATTGGGGAGGTACTGGGCAATCCGTA 180
AAGCCGACTTCCACTGCTAAGCCTGTCACTCCGAAACCACAACAATCTTCTCCGTCACCA 240
ACAGAGACGAATACAAATGTTAATAATGAAGCAAAAGAAACACAAACACAGCTGAGCTCA 300
ACAGCTCCGGGCGCGATCTCCCTTTCGGCCAACGTGATAAAATTTGCCCTTGAAGAACAC 360
AACAATTACCGCAAAAAGGTTGCCAAAGGACAAGTGACCAACATGCCAGCAGCTACCGCG420
ATGAATGAGTTAGCTTGGTCAAATGCAATAGCTGCAAACGCAAGTGCATGGGCTGCTAAA 480
TGTTCAATGACCCATACTCCAAGCGGATACTACTGCGGCTTGGAGGGTTATGATAACATT 540
GGAGAAAACCTGGCAGCAAGTACTACAAGCTCAAGTGGTCTAAGCAGCGATGAGCAACTG 600
AARAAGCGCATTTCAGAGTGCGTITCAAGAGTTGGTTCGACGAATACAAAGACTACAACTTT 660
AATACTAGAGCATGTTCTAGAGTATGTGGGCATTTTACGCAGATGATAAAGGATTCATCA 720
GAAAAGCTCGGTTGTGGAATAGCACTGTGCAAAAATGGAATCAGTGGGTTCATCCTTGGA 780
AGACCGAGTTACATAATTGTCTGCAACTATGGCCCCGGCAATAACTTTTCAAATAAGCCT 840
GCATACGAAACTGCAAAAGGGACAGAGTGCCCACAAGTGCGGCCGATACGTAAAGACGAC 900
CTTTGCACTGGCAGCGGAAAAAGGGGACCAAAAAACTGCGTAGACAATACTAGCTATTGT 960
TCCGTCTGGAAAAACGAAGGAAAATGCGAACTGTGCAATAACCCCTACTACAACTGGATG 1020
GCGGGAGAGTGCCCTCGTACTTGTGGAATATGCTCA 1056

Aminosauresequenz
MRMLWQLLFSQLFLIAPVMPYGFTLWVNGKQVTDPAQLEKFFQRYPQFKPPNWGGTGQSV 60
KPTSTAKPVTPKPQQOSSPSPTETNTNVNNEAKETQTQLSSTAPGAISLSANVIKFALEEH 120
NNYRKKVAKGQVTNMPAATAMNELAWSNATAANASAWAAKCSMTHTPSGYYCGLEGYDNI 180
GENLAASTTSSSGLSSDEQLKSAFQSAFKSWEDEYKDYNENTRACSRVCGHFTQOMIKDSS 240
EKLGCGIALCKNGISGFILGRPSYIIVCNYGPGNNFSNKPAYETAKGTECPQVRPIRKDD 300
LCTGSGKRGPKNCVDNTSYCSVWKNEGKCELCNNPYYNWMAGECPRTCGICS 352

TsES8 KFD72328.1 (M514 11481)

Nukleotidsequenz
ATGAAGATGAATCCATGCATGCTTATTTCCATTCTGGCCCTCCTAGTACTAAGAGCCGCAAGCGAATGTG 70
TGACGCATAAAGACTGCCGTTCCGCACAATCACTCTGTTTCGACGGATATTGCTTACTAGCAACTGCAGT 140
GCCTGGGAAATGCACCACGTCTGCAGACTGCAGAACGCAACTTTCAGTCATGCAAAACGCCGGAAGAGGG 210
TGTAGAAACAACATATGCTACGAAATTATAACTAACAAGTTGTGTACTGGTCACGTGAGTTGCGATGACG 280
CGCAAGTGTGCATTAGAAACCATTGCGTTCCTTCAGTTGCCACCTCCGCGAAATGCCATGTCGGGGCACT 350
GTGCGCCGCTGGCCAGCGATGTTTGGGCGGAATTTGCTATGAGCCGCTTGAACCTTCGCGGGTATTAGAA 420
ACCGACAATTCTCGTTAA 438

Aminosiuresequenz
MKMNPCMLISILALLVLRAASECVTHKDCRSAQSLCFDGYCLLATAVPGKCTTSADCRTQLSVMONAGRG 70
CRNNICYEIITNKLCTGHVSCDDAQVCIRNHCVPSVATSAKCHVGALCAAGQRCLGGICYEPLEPSRVLE 140
TDNSR 145
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TsES9 KFD53667.1 (M513 _05372)

Nukleotidsequenz
ATGCACACGTTCTTGGCCGTTGCTTTTCTTGCTTTAAGCGAATTATGTGCAGTGCACCCATGGGATGGTT 70
CACCATATACACTTGAGCAGCTGGCAACTAGGCCCAGACCTCGCGTCAGTTTTCCCTGGTTTGTACTGAT 140
TAAAACACCGAGGAACAAATGTGTTGGAACCATTCTACGAGCAGACGACTCCCACAAGACTCCACTAGTG 210
TTAGCGCCATCAGAATGCTTGCTAACGGCGGATATCAGTGTTAATGACACGAGTCAGGGACAGAATGAAA 280
CGCGTCTGGAAATTCCCAGTATGGTGGAAATAGTTGGCAGCAATTTTTCGTCTGTGGCAAAGAACCTGTA 350
TTTATCTGTGAAAACCGGCTATCCAGTGGTTTTTATTAAACTGGAAGAACCCTACAGAGGTCCAACTGTC 420
TTGGTAGACCGTGCTGTCTACTTCACTGGCAACGTGACGAAGTGCATACTGGTGCGCTTCTCTTCTTCAG490
AAACCCAGAAACGGCAACTGCTGAGCAACGATGATTCTCCTGTAAGATTCCGGGAGGAAGAGGAGATTTG 540
TAGAAACAGTACGGCGAGTGAAACAGGCATACTTGACGGACAAGGCTTGACTTGTAAGGCTGGAGACGGT 630
CTGTGGACTTTCTACGGCTTTTGCGGTGAAGAAGGGTTTGAGAGCATATACGTGCCAGTCCAGCCGCTTA 700
TCAAACTGATTACATACGCAGCTAGAGAGATGGAGTTGTACAAAAAGGATGAAGTTCTCAAAGGGCGAAATTO
AATTTCTTATAAACACTCTTTTCTTCATGGACAAGAAGTATGGACCGTCACGAGGGGTCGCCAAACGAAA 840
ATTTATTACAGGGAACCTGTTTTGTAA 867

Aminoséuresequenz
MHTFLAVAFLALSELCAVHPWDGSPYTLEQLATRPRPRVSFPWFVLIKTPRNKCVGTILRADDSHKTPLV 70
LAPSECLLTADISVNDTSQGONETRLEIPSMVEIVGSNFSSVAKNLYLSVKTGYPVVFIKLEEPYRGPTV 140
LVDRAVYFTGNVTKCILVRFSSSETQKRQLLSNDDSPVRFREEEETCRNSTASETGILDGQGLTCKAGDG 210
LWIFYGFCGEEGFESIYVPVQPLIKLITYAAREMELYKKDEVLKGRKISYKHSFLHGQEVWIVTRGRQTK 280
IYYREPVL 288
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Tab. B.1.: Identifizierte T. suis L1 ES Proteine

Der konzentrierte Uberstand von in vitro geschliipften 7. suis L1 Larven wurde mit Hilfe der Massenspektrometrie untersucht. Auf Grundlage der
NCBI-Datenbank wurden die aufgelisteten Proteine identifiziert und auf Signalpeptide und Transmembranhelices (TM) untersucht. (J-Ja, N-Nein,
n*- Ja, aber vermutlich Signalpeptid), SP-Signalpeptid Schnittstelle

Mitreva et. al Jex et. al
Accession Protein Name Accession Protein Name Mascott score SP ™
Nummer Nummer
KHJ43321.1  Trypsin KFD58862.1 hypo. Protein M513 00025 143/ - 18/19 N
- KFD58453.1  hypo. Protein M513 00679 179/ - 21/22 N
KHJ39810.1  hypo. Protein D918 10164 KFD58102.1 hypo. Protein M513 00865 1407/ 633 N N
KHJ49092.1 Trypsin KFD57430.1  hypo. Protein M513 01533 2156/ 712 22/23 N
- KFD57438.1  hypo. Protein M513 01541 93/ 68 19/20 N
KHJ49103.1  Trypsin KFD57442.1 hypo. Protein M513 01545 234/ 99 21/22 n*
- KFD57566.1  hypo. Protein M513 01669 226/ - N N
KHJ48050.1 hypo. Protein D918 01317 KFD55729.1 hypo. Protein M513 03477 690/ 378 19/20 N
- KFDb54802.1 hypo. Protein M513 04236 436/118 22/23 N
- KFDb54477.1  hypo. Protein M513 04624 200/ - 21/22 N
- KFD54358.1  hypo. Protein M513 04701 -/ 148 21/22 N
KHJ48893.1  hypo. Protein D918 01198 KFD53667.1  hypo. Protein M513 05372 542/ - N N
KHJ47027.1  hypo. Protein D918 02572 KFD53607.1  hypo. Protein M513 05523 1215/ 451 N N
KHJ47029.1  Trypsin KFD53610.1 hypo. Protein M513 05526 1808/ 824 18/19 N
KHJ41357.1 Copper/Zinc-Superoxid Dismutase KFD53515.1  hypo. Protein M513 05621 222/ - N N
KHJ42712.1/  Glucose-6-Phosphat Isomerase/ KFD52717.1  hypo. Protein M513 06373 993/ 584 N J
KHJ42711.1 Serine Proteinase Inhibitor
- KFD52316.1 hypo. Protein M513 06879 73/ - 19/20 N
- KFD51823.1 hypo. Protein M513 07350 186/ 180 N N
KHJ40946.1  Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase KFD49992.1 hypo. Protein M513 (09085 142/ - 20/21 N
KHJ41808.1  Astacin KFD48975.1 hypo. Protein M513 10127 1421/ 655 20/21 N
- KFD49000.1 hypo. Protein M513 10152 227/ - 21/22 N
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Tab. B.1.: (Fortsetzung)

Mitreva et. al Jex et. al

Accession Protein Name Accession Protein Name Mascott score SP ™
Nummer Nummer

KHJ46953.1 Chitin binding Peritrophin-A domain Protein | KFD48490.1 hypo. Protein M513 10624 1629/ 493 21/22 N

KHJ49294.1 hypo. Protein D918 00419 KFD47618.1 hypo. Protein M513 11481 172/ - 21/22 N

KHJ45348.1  Chitinase Class I KFD47603.1 hypo. Protein M513 11522 906/ - N N

KHJ46940.1 hypo. Protein D918 02479 KFD45818.1 hypo. Protein M513 13299 295/ - N N

- KFD45500.1 hypo. Protein M513 13623 442/ - 20/21 n*
- KFD62836.1 hypo. Protein M514 24957 175/ - N n*
KHJ45241.1 hypo. Protein D918 04545 - 143/ 72 N N

KHJ42074.1 Trypsin - 330/ 162 18/19 N

DONVHNY g ODNVHNV
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Tab. B.2.: MS Tabelle T. suis Stadien

Der konzentrierte Uberstand von in vitro geschliipften T. suis L1 Larven und verschiedenen
Larvenstadien, die aus dem Schwein isoliert wurden, wurden mit Hilfe der Massenspektro-
metrie untersucht. Auf Grundlage der NCBI Datenbank wurden die aufgelisteten Proteine
identifiziert und mit Mascott Score aufgefiihrt.

Proteinbezeichnung 10dpi 18dpi 28dpi L1 in vitro
(168 hits) (124 hits) (181 hits) (45 hits)

5-nucleotidase protein 246

astacin 655

Carboxylesterase 228

cathepsin propeptide inhibitor 102

domain protein

chitin binding Peritrophin-A domain 493

protein

chitinase class I 906

collagen triple helix repeat protein 65 96

copper /zinc superoxide dismutase 222

deoxyribonuclease 11 314 148 65

dipeptidyl carboxydipeptidase family 199 76

protein

eukaryotic aspartyl protease 158

glycerol-3-phosphate dehydrogenase 3027 660 398

[NAD(P)+ |

hypo. prot. D918 00022 107

hypo. prot. D918 00204, partial 90

hypo. prot. D918 00205 84 171

hypo. prot. D918 00794 68

hypo. prot. D918 01088 111 138

hypo. prot. D918 01317 130 378

hypo. prot. D918 01432 476 o

hypo. prot. D918 01462 117

hypo. prot. D918 01923 194 137

hypo. prot. D918 02126 69

hypo. prot. D918 02479 295

hypo. prot. D918 02591 229 106

hypo. prot. D918 02595 140 160 193

hypo. prot. D918 02746 316 891

hypo. prot. D918 02817 184

hypo. prot. D918 02980 115 160 218

hypo. prot. D918 03106 220

hypo. prot. D918 03205 126 208

hypo. prot. D918 03253 218 178

hypo. prot. D918 03945 118

hypo. prot. D918 04345 88

hypo. prot. D918 04420 67

hypo. prot. D918 04545 110 72

hypo. prot. D918 04548 145

hypo. prot. D918 04914 118

hypo. prot. D918 04921 165

hypo. prot. D918 04979 88

hypo. prot. D918 05935 108

hypo. prot. D918 06254 183

hypo. prot. D918 06364 112 88

hypo. prot. D918 06438 74 167

hypo. prot. D918 06825 444

hypo. prot. D918 (07287 71 251

hypo. prot. D918 08127 100 65
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Proteinbezeichnung 10dpi 18dpi 28dpi L1 in vitro
(168 hits) (124 hits) (181 hits) (45 hits)

hypo. prot. D918 08193 66 69

hypo. prot. D918 09267 99

hypo. prot. D918 (09642 425

hypo. prot. D918 10164 633

hypo. prot. M513 00025 178 143

hypo. prot. M513 00299, partial 143

hypo. prot. M513 00573 80 964

hypo. prot. M513 00638 148

hypo. prot. M513 00679 179

hypo. prot. M513 00705 154

hypo. prot. M513 00865 633

hypo. prot. M513 01063 1583 174 430

hypo. prot. M513 01096 118

hypo. prot. M513 01139 158

hypo. prot. M513 01155 151 160

hypo. prot. M513 01156 314

hypo. prot. M513 01283 305 81

hypo. prot. M513 01343, partial 121

hypo. prot. M513 01523 1445

hypo. prot. M513 01527 90 117 204

hypo. prot. M513 01529 84 171

hypo. prot. M513 01531 236 308

hypo. prot. M513 01533 839 712

hypo. prot. M513 01541 145 68

hypo. prot. M513 01545 202 99

hypo. prot. M513 01548 421

hypo. prot. M513 01631 176 70 63

hypo. prot. M513 01669 104 226

hypo. prot. M513 01675 73 73

hypo. prot. M513 01736 70

hypo. prot. M513 01916 163 166 103

hypo. prot. M513 01929 85

hypo. prot. M513 02266, partial 69

hypo. prot. M513 02643 609 81 270

hypo. prot. M513 02830 95

hypo. prot. M513 02878 82 100 89

hypo. prot. M513 02956 345 521

hypo. prot. M513 02959 108

hypo. prot. M513 02985, partial 3027 660 364

hypo. prot. M513 03048 151 163 180

hypo. prot. M513 03282 636 474 971

hypo. prot. M513 03361 458 1182

hypo. prot. M513 03423 103

hypo. prot. M513 03477 130 378

hypo. prot. M513 03550 278 451

hypo. prot. M513 03628 168

hypo. prot. M513 03629 168

hypo. prot. M513 03657 71 251

hypo. prot. M513 03688 531

hypo. prot. M513 03825 88

hypo. prot. M513 03842 145

hypo. prot. M513 03843 70 148 137

hypo. prot. Mb13 04058 111 138

hypo. prot. M513 04236 118

hypo. prot. M513 04328 61

hypo. prot. M513 04624 200
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Proteinbezeichnung 10dpi 18dpi 28dpi L1 in vitro
(168 hits) (124 hits) (181 hits) (45 hits)

hypo. prot. M513 04629 385

hypo. prot. M513 04701 695 171 238 148

hypo. prot. M513 04702 548 74 345

hypo. prot. M513 04750 71

hypo. prot. M513 04837 88

hypo. prot. M513 05014 229 480 628

hypo. prot. M513 05021 80

hypo. prot. M513 05101 250

hypo. prot. M513 05264, partial 239 99 126

hypo. prot. M513 05301 174

hypo. prot. M513 05339 575 187 237

hypo. prot. M513 05372 244 542

hypo. prot. M513 05511 62

hypo. prot. M513 05523, partial 451

hypo. prot. M513 05526 288 824

hypo. prot. M513 05555 140 160 193

hypo. prot. M513 05621 222

hypo. prot. M513 05720 245

hypo. prot. M513 05968 157

hypo. prot. M513 05970 157

hypo. prot. M513 06011 183

hypo. prot. M513 06133 533

hypo. prot. M513 06373 116 584

hypo. prot. M513 06427 95

hypo. prot. M513 06559 99 383

hypo. prot. M513 06707 127 203

hypo. prot. M513 06715 506 221

hypo. prot. M513 06801 66 69

hypo. prot. M513 06879 157 73

hypo. prot. M513 06970 88

hypo. prot. M513 07011 88 204 196

hypo. prot. M513 07012 148 111

hypo. prot. M513 07066 658 1601

hypo. prot. M513 07110, partial 107

hypo. prot. M513 07111 392

hypo. prot. M513 07304 119 153

hypo. prot. M513 07350, partial 150 180

hypo. prot. M513 07352 112

hypo. prot. M513 07445 199 76

hypo. prot. M513 07451 102

hypo. prot. M513 07603 220

hypo. prot. M513 07662 146 175

hypo. prot. M513 07694 1155 148 284

hypo. prot. M513 07983 218 178

hypo. prot. M513 07989 156

hypo. prot. M513 08053 65 96

hypo. prot. M513 08058 127 97 99

hypo. prot. M513 08123 444

hypo. prot. M513 08330 173 794

hypo. prot. M513 08967, partial 321 70

hypo. prot. M513 08977 112 62 141

hypo. prot. M513 09085 370 249 404 142

hypo. prot. M513 09161 115 160 218

hypo. prot. M513 09606 68

hypo. prot. M513 09650 227

hypo. prot. M513 09697 67
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Proteinbezeichnung 10dpi 18dpi 28dpi L1 in vitro
(168 hits) (124 hits) (181 hits) (45 hits)

hypo. prot. M513 09708 158

hypo. prot. M513 09721 126

hypo. prot. M513 09923 331 141

hypo. prot. M513 10127 655

hypo. prot. M513 10152 167 227

hypo. prot. M513 10380 329

hypo. prot. M513 10412 104

hypo. prot. M513 10502 235 227

hypo. prot. M513 10504 146 80

hypo. prot. Mb13 10507 73

hypo. prot. M513 10508 102 61

hypo. prot. M513 10624 493

hypo. prot. M513 10856 100 65

hypo. prot. M513 10945 425

hypo. prot. Mb13 11170 157

hypo. prot. M513 11174 416 601 1251

hypo. prot. M513 11177 91

hypo. prot. M513 11184 130

hypo. prot. M513 11423 689 1801

hypo. prot. M513 11481 172

hypo. prot. M513 11522 906

hypo. prot. M513 11596 293 517

hypo. prot. M513 11839 416 601 1251

hypo. prot. M513 11843 105 173

hypo. prot. M513 12087 264

hypo. prot. Mb13 12184 454

hypo. prot. M513 12191 118

hypo. prot. M513 12222 342 499

hypo. prot. M513 12223, partial 1312 220 179

hypo. prot. M513 12276 174 64

hypo. prot. M513 12471 194 948

hypo. prot. M513 12827 165 170

hypo. prot. M513 13062 229

hypo. prot. M513 13112 172 592 860

hypo. prot. M513 13254 62 146

hypo. prot. M513 13257, partial 109 62

hypo. prot. Mb13 13284 451 1789

hypo. prot. M513 13299 295

hypo. prot. M513 13311 209

hypo. prot. M513 13363 126 208

hypo. prot. M513 13381 120 80

hypo. prot. Mb13 13457 335

hypo. prot. M513 13496 287 654

hypo. prot. M513 13529 117 314

hypo. prot. M513 13623 442

hypo. prot. M513 13670 97 664

hypo. prot. M513 13694 184

hypo. prot. M513 13760 69

hypo. prot. M513 13834 203

hypo. prot. M513 13969 112 88

hypo. prot. M513 14229, partial 195

hypo. prot. M513 14359, partial 417

hypo. prot. M514 00541 1228

hypo. prot. M514 00865 633

hypo. prot. M514 01139, partial 158

hypo. prot. M514 01527 90 117 357
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Proteinbezeichnung 10dpi 18dpi 28dpi L1 in vitro
(168 hits) (124 hits) (181 hits) (45 hits)

hypo. prot. M514 01529 84 171

hypo. prot. M514 01531 236 308

hypo. prot. M514 01545 202 99

hypo. prot. M514 01631 176 70 63

hypo. prot. M514 01669 104 226

hypo. prot. M514 02266, partial 69

hypo. prot. M514 03048, partial 151 163 180

hypo. prot. M514 03282 636 474 971

hypo. prot. M514 03300, partial 430 167

hypo. prot. M514 03361 458 1182

hypo. prot. M514 03629, partial 168

hypo. prot. M514 03657 71 251

hypo. prot. M514 (03842 145

hypo. prot. M514 04629 385

hypo. prot. M514 05301 174

hypo. prot. M514 05551, partial 229 106

hypo. prot. M514 05621 222

hypo. prot. M514 06012 133

hypo. prot. M514 06559 99 941 383

hypo. prot. M514 06801 66 69

hypo. prot. M514 06970 88

hypo. prot. M514 07011 88 204 196

hypo. prot. M514 07066 658 1601

hypo. prot. M514 07110, partial 107

hypo. prot. M514 07111 195

hypo. prot. M514 07445 199 76

hypo. prot. M514 07603 220

hypo. prot. M514 07662 146 175

hypo. prot. M514 07694 1155 148 284

hypo. prot. M514 08058 127 97 99

hypo. prot. M514 08330 173 794

hypo. prot. M514 08977 112 62 141

hypo. prot. M514 09606 68

hypo. prot. M514 10152 167 401 790 227

hypo. prot. M514 10412, partial 104

hypo. prot. M514 10502 235 227

hypo. prot. M514 10624, partial 493

hypo. prot. M514 10707 1022

hypo. prot. M514 10945 425

hypo. prot. M514 11177, partial 91

hypo. prot. M514 11217 94

hypo. prot. M514 11481 172

hypo. prot. M514 11522 906

hypo. prot. M514 11842 203

hypo. prot. M514 11843 105 173

hypo. prot. M514 12087 264 1298

hypo. prot. M514 12191 118

hypo. prot. M514 12219 710 499 1230

hypo. prot. M514 12276 174 64

hypo. prot. M514 12825 494 170

hypo. prot. M514 13112 172 400 304

hypo. prot. M514 13381 120 80

hypo. prot. M514 13515 276 71

hypo. prot. M514 13659 126

hypo. prot. M514 13670 97 664

hypo. prot. M514 13694 184
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Proteinbezeichnung 10dpi 18dpi 28dpi L1 in vitro
(168 hits) (124 hits) (181 hits) (45 hits)

hypo. prot. M514 13969 112 88

hypo. prot. M514 15631 278

hypo. prot. M514 17021 314

hypo. prot. M514 17022 151 160

hypo. prot. Mb14 17400 157

hypo. prot. M514 18178 414 451

hypo. prot. M514 18642 1242 681 776

hypo. prot. M514 20584 126 509

hypo. prot. M514 22380 70 148 137

hypo. prot. Mb14 23670 416 601 130

hypo. prot. M514 24178 67

hypo. prot. M514 24411 264 1281

hypo. prot. M514 24426, partial 387

hypo. prot. M514 24957 168 175

hypo. prot. Mb14 25363 184

hypo. prot. M514 26563 1198

hypo. prot. M514 27025 64

hypo. prot. M514 27457, partial 95

hypo. prot. M514 27479 69

hypo. prot. M514 27538 157

hypo. prot. Mb14 27543 416 601 1251

hypo. prot. M514 27845 233 389

hypo. prot. M514 27849, partial 623 503

hypo. prot. M514 27940 989 107

hypo. prot. M514 28048 414 109 62

hypo. prot. M514 28192 130

kinase domain protein 474

Kunitz/Bovine pancreatic trypsin 190 382

inhibitor domain protein

molybdenum cofactor biosynthesis 69

protein A

nematode cuticle collagen domain 69 71 82

protein

SCP-like protein 331 141

serine proteinase inhibitor 116 584

trypsin 2086 458 1182 162

trypsin Inhibitor like cysteine rich 151 163 180

domain protein

WAP-type ~four-disulfide core 235 227

WAP-type ’four-disulfide core 103
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