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1 Einleitung

Die Milzbrandinfektion ist eine Zoonose, die vorwiegend grasende Herbivoren befallt
und unter besonderen Vorraussetzungen auf den Menschen Ubertragen werden
kann. Milzbrand oder Anthrax ist eine Infektionskrankheit, die durch das
grampositive, sporenbildende, bekapselte Stabchen Bacillus anthracis (B. anthracis)
aus der Familie der Bacillaceae verursacht wird.

Im Folgenden soll zunachst auf die historische Bedeutung und den klinischen Verlauf
der Milzbrandinfektion eingegangen werden. Danach wird auf die Mikrobiologie des
Erregers des Milzbrands B. anthracis naher eingegangen. Zuletzt sollen der aktuell in
den USA verfugbare Impfstoff sowie aktuelle Weiterentwicklungen vorgestellt
werden. Im Abschnitt Stand der Forschung sollen die Ergebnisse der Vorarbeiten
kurz vorgestellt werden, die direkt zu den Fragestellungen dieser Dissertation gefuhrt

haben.

1.1 Milzbrand in der Geschichte

1.1.1 Von der Antike bis zum Mittelalter

Milzbrand bzw. die damit verbundene Erkrankung ist bereits seit der Antike bekannt
und beschrieben worden. So wird z. B. die Beschreibung der Funften Agyptischen
Plage im Buch Exodus des Alten Testaments als Milzbrandepidemie gedeutet
(Schwartz, 2009). Auch eine Seuche, die in Homers llias beschrieben wird, kann

héchstwahrscheinlich auf B. anthracis zurickgefuhrt werden (Turnbull, 2002).

Der beruhmte griechische Arzt der Antike Hippokrates beschrieb als Erster im 5. Jh.
vor Christus in seinen hippokratischen Schriften die kutane Milzbranderkrankung und
verwendet dort bereits den Begriff ,anthrakes® fur die pathognomonischen

Brandbeulen (Schwartz, 2009). Der aus dem Altgriechischen stammende Begriff
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,2Anthrax“ bedeutet ins Deutsche Ubersetzt ,Kohle“. Der Ursprung des deutschen
Begriffs Milzbrand fur die Infektion mit B. anthracis ist unbekannt. Er beschreibt aber
sehr gut den patho-morphologischen Aspekt der Milz, wie er im Rahmen einer B.
anthracis-Sepsis auftritt. Die Milz ist infolge der Blutfulle schwarzrot geschwollen, die

Pulpa ist zerflieBlich-nekrotisch, d. h. ,brandig” (Bankl, 2001).

Der romische Dichter Vergil beschrieb in seinem Werk Georgica sehr detailliert eine
Anthraxepidemie und erkennt auch, dass eine Ubertragung von Tier zu Mensch
maglich ist (Dirckx, 1981; Sternbach, 2003). Die friihen Erkenntnisse wurden aber im
Mittelalter wieder verdrangt, da die damalige Medizin von Galens Doktrin der
Humoralpathologie gepragt war und der Milzbrand als Krankheit der verbrannten
Galle interpretiert wurde. Eine Ubertragbarkeit der Erkrankung wurde nicht erkannt,
obwohl es in der Literatur zahlreiche Beschreibungen von Milzbrandepidemien Uber

die verschiedenen Jahrhunderte gibt (Bankl, 2001).

1.1.2 Friihe Erkenntnisse

Erste Erkenntnisse beziiglich der Atiologie entstanden aus der Beobachtung, dass
der Hautmilzbrand vorwiegend in bestimmten Berufsgruppen auftritt. So waren zum
Beispiel vorwiegend Abdecker, Kuirschner, Gerber oder Schneider von der
Erkrankung betroffen. Zu Beginn des 15. Jh. begann die maschinelle Produktion von
Papier aus alten Lumpen, die nicht selten mit Milzbrandsporen verseucht waren.
Auch hier kam es gehauft zu Milzbrandinfektionen bei Papiermachern,
Lumpensammlern und Buchbindern, der so genannten ,Hadernkrankheit” (Hadern
fur Lumpen, der Munchner Stadtteil Hadern bezeichnete das Gerberviertel), die
allerdings fur die Pest gehalten wurde (Bankl, 2001). In Wollmanufakturen fuhrte die
mit Milzbrandsporen verseuchte Wolle bei den englischen Arbeitern zu einem

gehauften Auftreten von Lungenmilzbrand, was als woolsorter’s disease bekannt
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wurde (Schwartz, 2009). Tatsachlich war Milzbrand bis zum Ende des 19. Jh. eine
haufige Ursache von tddlichen Epidemien in der Nutztierhaltung. Berufsgruppen, die
mit diesen Tieren zu tun hatten, litten unter einem erhohten Risiko, sich mit dem

Milzbranderreger anzustecken (Schwartz, 2009; Sternbach, 2003).

1.1.3 Die Entdeckung von B. anthracis als Erreger des Milzbrands

Die Ubertragbarkeit der Milzbrandkrankheit wurde erstmals durch den franzdsischen
Tierarzt Barthelemy bewiesen, der 1823 Blut von milzbranderkrankten Tieren an
Pferde verfutterte. Die Entdeckung von Bakterien im Blut der an Milzbrand
erkrankten Tieren machten um 1850 unabhangig voneinander die Franzosen
Delafond und Davaine sowie der Deutsche Landarzt Alois Pollender (Bankl, 2001).
Im Gegensatz zu Delafond und Pollender entwickelte Casimir Davaine den
Gedanken, dass diese Erreger tatsachlich die Ursache der Erkrankung sein konnten
und verdffentlichte seine Theorie als bactéridies charbonneuses 1863 der
wissenschaftlichen Fachwelt (Davaine, 1863). Die Experten jener Zeit zeigten sich
allerdings skeptisch gegenuber dieser Theorie und Davaine wurde die Anerkennung

seiner Entdeckung verweigert (Bankl, 2001).

Robert Koch wurde 1876 die Anerkennung dann zuteil, als er seine Abhandlung Uber
,Die Atiologie der Milzbrandkrankheit, begriindet auf der Entwicklungsgeschichte des
Bacillus anthracis” verdffentlichte (Koch, 1876). In dieser Arbeit beschreibt Koch,
dass i) die Stabchen-formigen Mikroorganismen im Blut und Organen von
milzbranderkrankten Tieren vorkommen, ii) diese in unwirtlicher Umgebung in eine
Sporenform Ubergehen, iii) diese Sporen unter gunstigen Bedingungen wieder in
dieselben Stabchen-féormigen Organismen Ubergehen kdénnen, iiii) sich diese

experimentelle Ubertragung sowohl von Sporen als auch angeziichteten
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Mikroorganismen zur Milzbrandkrankheit in den infizierten Tieren fuhrt (Jay, 2001;
Turnbull, 2002). Diese Entdeckung wird gemeinhin als Beginn der modernen
Mikrobiologie gewertet, und damit war der Milzbrand auch die erste Erkrankung, fur
die ein Bakterium als atiologische Krankheitsursache postuliert und von der
damaligen Fachwelt akzeptiert wurde. In seiner Schrift von 1876 verwendet Koch
auch den von Ferdinand Julius Cohn 1872 vorgeschlagenen Namen Bacillus
anthracis, den der Erreger bis zur heutigen Zeit tragt. 1881 gelang Luis Pasteur mit
Hilfe seiner Kollegen Chamberland und Roux in Pouilly-le-Fort die Entwicklung eines
Impfstoffes gegen B. anthracis. Die 25 mit einem abgeschwachten Bakterienstamm
geimpften Rinder Uberlebten eine im Anschluss durchgeflihrte Injektion von
Milzbrandkulturen, wohingegen die ungeimpften Kontrolltiere verstarben (Pasteur et
al., 1881a, b). Durch die Entwicklung dieses Impfstoffs sowie durch die Einflhrung
hygienischer Mallnahmen zur Seuchenprophylaxe konnte die Gefahr der natrlich
auftretenden Milzbrandfalle zumindest in den Industrielandern bis zur Mitte des

20. Jh. minimiert werden (Turnbull, 2002).

1.1.4 Die Entwicklung von B. anthracis als Kampfstoff

Als die Gefahr durch B. anthracis zu Beginn des 20. Jh. gebannt schien, wurde
wahrend des Zweiten Weltkriegs die Mdglichkeit die Milzbranderreger als Biowaffe
zu verwenden evaluiert. Bereits 1941 wurden in GroRbritannien Plane geschmiedet,
das nationalsozialistische Deutschland mit B. anthracis zu bekdmpfen (Bankl, 2001).
Auf der unbewohnten Insel Gruinard vor der Nordwestkuste Schottlands wurden
1942 und 1943 erfolgreiche Versuche mit Milzbrandsporen bestickien Bomben
durchgefuhrt (Aldhous, 1990). Alle auf der Insel ausgesetzten Schafe verendeten
nach der Exposition mit den Sporen. Allerdings verzdgerte sich die Produktion dieser

Bomben bis Mitte 1945 und machte den Einsatz Uber dem bereits kapitulierten
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Deutschland hinfallig. Auf der Insel Gruinard konnten auch 1979 noch
Milzbrandsporen nachgewiesen werden (Manchee et al., 1981). Nach mehreren
Unternehmungen zur Desinfektion wurde Gruinard 1988 als dekontaminiert beurteilt
und am 1. Mai 1990 an den ursprunglichen Besitzer der Insel zuruckgegeben

(Aldhous, 1990; Manchee et al., 1983).

Ein anderes einschneidendes Ereignis in der Geschichte der Milzbrand-Biowaffe war
die Milzbrandepidemie von 1979, bei der durch versehentlich freigesetzte
Milzbrandsporen aus einer militarischen Forschungseinrichtung in Jekaterinburg
(ehemals Swerdlowsk) 64 von insgesamt 96 infizierten Patienten an den Folgen
einer Milzbrandinfektion starben. Wie sich durch unabhangige Untersuchungen erst
1993 herausstellen sollte (Abramova et al., 1993; Meselson et al., 1994), verliefen
die Milzbrandinfektionen zum grof3ten Teil als Lungenmilzbrand. Wissenschaftlich
interessant ist diese Epidemie vor allem, weil es bis heute der einzige systematisch
untersuchte Ausbruch von Lungenmilzbrand beim Menschen ist. Die heutigen
Erkenntnisse Uber klinischen Verlauf des Lungenmilzbrands wie z. B.
Inkubationszeit, Zeit bis zum Eintritt des Todes, etc. beruhen in erster Linie auf den

Untersuchungen der Milzbrandepidemie von Swerdlowsk (Dixon et al., 1999).

1.1.5 B. anthracis und die Bedrohung des Bioterrorismus

Nicht zuletzt aufgrund der Ereignisse in Swerdlowsk und dem Ersten Golf-Krieg
1991, bei dem von US-Militarstrategen beflrchtet und o6ffentlichkeitswirksam
propagiert wurde, dass von Seiten des Irak Biowaffen in groRem Umfang zum
Einsatz kommen konnten, wurde die Erforschung von B. anthracis v.a. in den USA
weiter vorangetrieben. In der zivilen Forschung spielte Milzbrand allerdings uber viele
Jahre keine wichtige Rolle, da natlrliche Falle von Milzbrandinfektionen in den

Industrienationen in der zweiten Halfte des 20. Jh. nur noch aulerst sporadisch
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auftraten (Turnbull, 2002). Dies anderte sich 2001, als in der Folge der Anschlage
vom 11. September 2001 die Bedrohung durch terroristische Anschlage in den USA
und der restlichen Welt zum Mittelpunkt der Berichterstattung wurde und die Gefahr
des Bioterrorismus eine groRe Aufmwerksamkeit in den Medien bekam. Tatsachlich
kam es im Oktober und November 2001 zu insgesamt 22 Fallen von
Milzbrandinfektionen in den USA, von denen funf Patienten an den Folgen
verstarben (Borio et al., 2001; Bush et al., 2001; CDC, 2001b). Wie sich spater
herausstellen sollte, gingen die Attacken von einem amerikanischen Forscher aus,
der Zugang zu pathogenen B. anthracis Stammen im Rahmen seiner
Forschungsarbeiten an einer militarischen Einrichtung hatte (Dance, 2008; Enserink
and Bhattacharjee, 2008). Die Folge war dennoch ein enormes Interesse der
amerikanischen Offentlichkeit an Milzbrand und die US-Regierung erhohte die
Ausgaben fur die Erforschung von Erregern, die wie B. anthracis als Biowaffe
verwendet werden konnen immens. Hierdurch kam es zu einem enormen
Wissenszuwachs Uber B. anthracis und einer starken Zunahme der Publikationen

zum Thema Milzbrand (Schwartz, 2009).

1.2 Klinischer Verlauf der Milzbrandinfektion

1.2.1 Hautmilzbrand

Die Milzbrandinfektion beim Menschen kann sich in vier verschiedenen Formen
manifestieren. Bei der natlrlich vorkommenden Milzbranderkrankung ist mit Gber
95% der Hautmilzbrand die haufigste Verlaufsform (Dixon et al., 1999; Swartz, 2001).
Dieser manifestiert sich haufig an bereits durch Schnitte oder Schirfwunden
verletzten Stellen der Haut im Bereich des Gesichts, des Nackens, der Arme oder
Hande. An der Stelle des Eindringens der Sporen entsteht eine rasch

fortschreitende, umschriebene Entzindung in Form einer Papel mit Rotung und



Einleitung 14

Schwellung des umliegenden Gewebes. Hieraus entwickelt sich innerhalb von 2-6
Tagen ein mit schwarzlichem Schorf bedecktes, nicht-schmerzhaftes Geschwdr, das
so genannte Milzbrandkarbunkel (pustula maligna). Als Komplikation des
Hautmilzbrands kann es zu einer Ausbreitung der lokalen Infektion mit begleitender
Lymphadenitis bis hin zur Bakteriamie und Sepsis kommen. Unbehandelt verlauft der

Hautmilzbrand in 5-20% tddlich (Quinn and Turnbull, 1998).

1.2.2 Lungenmilzbrand

Beim Lungenmilzbrand (inhalativer Anthrax) erfolgt die Ansteckung Uber die
Atemwege. Nach Inhalation der Endosporen, die in Partikeln mit <5 ym Durchmesser
problemlos in die Alveolen vordringen kénnen (Druett et al., 1953), werden diese von
alveolaren Makrophagen phagozytiert und zu den hilaren Lymphknoten transportiert
(Sweeney et al., 2011). Obwohl die Alveolen den Ort des ersten Kontaktes
darstellen, prasentiert sich der Lungenmilzbrand nicht als klassische Pneumonie und
zeigt in der Regel auch keine alveolare Entzindung. Vielmehr reifen die von
Makrophagen eingeschlossenen Sporen auf ihrem Weg zum Lymphknoten zu
vollstandig pathogenen Milzbrandbakterien, die sich dort angekommen auch rasch
vermehren. Dies fuhrt zu dem Bild einer hamorrhagischen Mediastinitis mit einer im
Rontgenbild des Thorax typischen Verbreiterung des Mediastinums. Die
Inkubationszeit betragt im Mittel ca. 7 Tage von der Exposition mit Sporen zu dem
ersten Auftreten von Krankheitssymptomen. Allerdings wurde in einzelnen Berichten
auch eine Latenz von bis zu 6 Wochen beschrieben, was als Ausdruck der
ausgesprochenen Resistenz und Persistenz von Anthraxsporen im menschlichen
Korper gewertet wurde (Meselson et al., 1994). Die initialen klinischen Symptome
sind zunachst uncharakteristische, grippale Beschwerden, wie Fieber, Kopf- und

Gliederschmerzen sowie unproduktiver Husten, was differentialdiagnostische



Einleitung 15

Schwierigkeiten bereitet (CDC, 2001a). Nach Beginn der Symptomatik tritt dann mit
sehr kurzer Latenz von zwei bis vier Tagen ein schweres Krankheitsbild mit hohem
Fieber, respiratorischer Insuffizienz und Sepsis ein, das auch unter
intensivmedizinischer und antibiotischer Behandlung fast immer tddlich verlauft. Nur
eine frlhzeitige antibiotische Therapie, die bei Beginn der unspezifischen
Symptomatik verabreicht wird, kann in der Regel einen fulminanten und letalen

Verlauf der Krankheit abwenden (Dixon et al., 1999).

1.2.3 Darmmilzbrand

Darmmilzbrand, oder besser Anthrax des Verdauungstraktes, kann in
gastrointestinalen und oropharyngealen Milzbrand unterteilt werden (Swartz, 2001).
Gemeinsam ist beiden Krankheitsbildern der Eintritt von Milzbrandsporen durch das
Verzehren von kontaminiertem Fleisch von an Milzbrand verendeten Tieren. In
Mitteleuropa und den USA ist dieses Krankheitsbild beim Menschen extrem selten.
Dennoch wird vor allem in Entwicklungslandern immer wieder ein endemisches
Auftreten von Darmmilzbrand beschrieben (Kanafani et al., 2003; Sirisanthana and
Brown, 2002) Es wird vermutet, dass die Inzidenz aufgrund der medizinischen
Unterversorgung der betroffenen Lander haufig unterschatzt wird. Die ersten
Symptome treten zwei bis finf Tage nach dem Verzehr von sporenhaltigem Fleisch
auf und umfassen Ubelkeit, Erbrechen, Fieber und Bauchschmerzen. Der weitere
Verlauf ist rapide und prasentiert sich mit dem Bild eines akuten Abdomens mit
blutigen Diarrhoen. Analog zum Hautmilzbrand kommt es zu Ulzerationen des Gl-
Traktes, die von Hamatemesis begleitet sein kdnnen. Weiterhin kann es zu einer
hamorrhagischen, mesenterischen Lymphadenitis mit begleitendem Aszites

kommen. Auch hier ist die Letalitat unbehandelt relativ hoch und eine frihe
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antibiotische Therapie von entscheidender Bedeutung fur die Prognose (Dixon et al.,

1999).

1.2.4 Milzbrand-Meningitis

In seltenen Fallen einer systemischen Milzbrandinfektion kann es zu einer septischen
Streuung von Milzbranderregern in das ZNS kommen. Hier prasentiert sich die
Infektion mit dem Bild einer hamorrhagischen Meningitis, die fast zu 100% letal

verlauft (Rangel and Gonzalez, 1975; Tabatabaie and Syadati, 1993).

1.3 Milzbrand in Deutschland

Am 18.12.2009 wurde bekannt, dass ein 42-jahriger Heroinabhangiger an den
Folgen einer kutanen Milzbrandinfektion in einem Krankenhaus in Nordrhein-
Westfalen verstorben ist. Die Infektion trat vermutlich durch eine i.v.-Injektion von
kontaminiertem Heroin in die Kniekehle des Patienten auf. An dieser Stelle zeigten
sich auch die fur den Hautmilzbrand typischen Merkmale (RKI, 2010b). Ein weiterer
Fall von Milzbrand bei einem Heroinabhangigen trat im Marz 2010 ebenfalls in NRW
auf (Bernard et al., 2010). In Zusammenhang mit einem i.v.-Drogenabusus kam es
zuletzt in Schottland zu 33 Fallen von Hautmilzbrand bei Drogenkonsumenten, von
denen elf tddlich verliefen (RKI, 2010a). Die Falle in NRW stellen die erste Infektion
mit B. anthracis seit 1994 und den ersten Todesfall seit 1975 (Darmmilzbrand) in
Deutschland dar (RKI, 2000, 2010b). Dennoch stellt die naturliche Milzbrandinfektion
in den Industrielandern heute praktisch keine Gefahr mehr dar. In Deutschland ist
daher aktuell auch kein Impfstoff gegen Milzbrand fur die Verwendung beim
Menschen verflugbar. Als potenziell gefahrdete Berufsgruppen gelten Personen, die
in der tierproduktverarbeitenden Industrie tatig sind sowie Beschaftigte im Bereich

der Tiermedizin, der Land-, Jagd- und Forstwirtschaft. Hier wird bei Verdacht auf
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Exposition von Milzbrandsporen eine postexpositionelle Chemoprophylaxe mit z. B.

Ciprofloxacin 2x500 mg fir bis zu 60 Tage empfohlen (RKI, 2003).

1.4 Bacillus anthracis

B. anthracis ist ein grampositives, unbewegliches, aerobes, fakultativ anaerobes,
bekapseltes Stabchen, das in der Lage ist, aul3erst widerstandsfahige Sporen zu
bilden (RKI, 2003). Es gehort zu der Gattung Bacillus aus der Familie der Bacillaceae
und bildet zusammen mit funf weiteren verwandten Arten (B. weihenstephanensis, B.
mycoides, B. pseudomycoides, B. cereus, B.thuringiensis) die B. cereus Gruppe (B.
cereus sensu lato) (Kolsto et al., 2009). Gemeinsam ist der B. cereus-Gruppe die
Bildung von Endosporen unter unwirtichen Bedingungen, die extreme Resistenz
gegenuber Hitze, UV-Strahlung, Austrocknung und Desinfektionsmitteln aufweisen.
B. anthracis selbst ist eine hochst monomorphe Art mit geringer genetischer
Variation in den einzelnen Unterarten. Charakteristisch ist das Vorhandensein von
zwei Plasmiden pXO1 und pXO2, den so genannten Virulenzplasmiden, die die
genetische Information fur die Pathogenitatsfaktoren von B. anthracis tragen. Diese
kodieren das Toxin (pXO1) sowie die Kapselbildung (pXO2) und sind beide
zusammen flr die volle Pathogenitat von B. anthracis notwendig. Stamme, die einen
oder beide Plasmide verloren haben, verursachen in der Regel keine tddlichen
Infektionen. Allerdings ist der Verlust von pXO2 deutlich haufiger und tritt auch

spontan in der Natur auf (Turnbull et al., 1992).

1.4.1 Morphologie

Das vegetative B. anthracis ist ein kastenférmiges Stabchen von 1-1,5 ym Breite und
5-8 um Lange. In Ausstrichen aus infiziertem Blut liegen die Stébchen einzeln oder in
kurzen Ketten mit ihrer typischen Polypeptid-Kapsel vor, die sich mit Methylenblau

(M’Fadyean Reaktion) anfarben (M’Fadyean, 1903; World Health Organization,
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2008) oder mit India Ink mikroskopisch darstellen lasst (Koehler, 2009). In
Ausstrichen von Kulturen auf Agar-Platten oder flissigen Nahrmedien prasentiert
sich B. anthracis in sehr langen Ketten von Stabchen ohne die Ausbildung einer
Kapsel, sofern nicht ganz spezielle Inkubationsbedingungen vorliegen
(Vorhandensein von Bicarbonat, 5-20% CO, 50% Serum in flissigen Nahrmedien)
(Ezzell and Welkos, 1999; Sterne, 1937a).

Die Kultivierung von B. anthracis ist problemlos moglich, da der Erreger nur geringe
Anspriche an das Kulturmedium stellt. Auf Blutagar bilden die Bakterien grau-
weillliche Kolonien von 2-4 mm Durchmesser, die nicht-hamolytisch sind. Die matt
glanzenden Kolonien haben ,lockige“ Auslaufer (so genanntes Medusenhaupt) und
sind in der Mitte erhaben. Dies ist jedoch nicht spezifisch fur B. anthracis, da auch
andere Bacilli eine ahnliche Morphologie aufweisen. Bestatigt wird die Identitat durch
die Lyse durch Gammaphagen, die Empfindlichkeit gegentber Penicillin sowie das
Ausbilden der Kapsel unter den oben beschriebenen Bedingungen (Turnbull, 2002).
Heute stellt die PCR den Goldstandard in der Identifikation des B. anthracis dar. Das
komplette Genom sowie beide Plasmide sind seit 2001 sequenziert. Die PCR hilft
v. a. bei der Schnelldiagnostik und Differenzierung von Stammen, die z. B. das pX02

Plasmid verloren haben und daher keine Kapsel bilden (Mock and Fouet, 2001).

1.4.2 Kapsel und S-Layer

Neben der fur fast alle Bakterien typischen zytoplasmatischen Membran und der
Peptidoglykan-Schicht (Murein-Wand), die bei B. anthracis als grampositives
Bakterium 20-50 nm dick ist, besitzt es noch zwei weitere Hullschichten: Kapsel und
S-Layer. Diese besondere Architektur ist sehr komplex und nur wenige Bakterien

besitzen diese beiden Strukturen zusammen.
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Die Kapsel wurde 1903 von M'Fadyean unter dem Mikroskop beschrieben und
angefarbt (M’Fadyean, 1903) und bald darauf wurde sie als Pathogenitatsfaktor
erkannt (Preisz, 1909). Im Gegensatz zu vielen anderen Bakterienkapseln, die aus
Polysacchariden bestehen, ist die Kapsel von B. anthracis aus Polypeptiden einer
einzigen Aminosaure, namlich y-D-Glutaminsaure, aufgebaut. Diese Polypetide sind
Ketten von 20-55 kDa bei B. anthracis in vitro und werden auf eine Grofde von
215 kDa in vivo geschatzt (Zwartouw and Smith, 1956). Die Bildung einer solchen
Polypeptidkapsel ist sehr selten bei Bakterien. Es gibt aber ein paar Arten der
Gattung Bacillus (wie z.B. B. licheniformis), die ebenfalls eine solche Kapsel
synthetisieren. Im Gegensatz zu B. anthracis, bei dem das Polymer nur
membranstandig als Kapsel vorkommt, konnen diese Arten auch y-D-
Polyglutaminsaure in das Medium sezernieren (Birrer et al., 1994; Koénig and
Niemetz, 1997).

Die Kapsel aus y-D-Polyglutaminsaure ist wenig immunogen, d. h. sie induziert keine
humorale Abwehrreaktion beim infizierten Wirt, spielt aber eine entscheidende Rolle
in der Pathogenese der Milzbrandinfektion. Durch die Kapsel, die eine Phagozytose
durch Makrophagen verhindert, entgeht B. anthracis der Immunantwort des Wirtes
und kann sich so relativ ungehindert vermehren und eine septische Streuung
auslosen (Ezzell and Welkos, 1999). Wie bereits erwahnt, ist die Information fur die
Kapselbildung auf dem Plasmid pXO2 codiert. Heute geht man von funf Genen auf
dem pXO2 Plasmid aus, die fur die Kapselbildung notwendig sind. CapB, CapC,
CapA und CapE sind Membranproteine, die wahrscheinlich einen gemeinsamen
Komplex bilden. CapD codiert eine g-Glutamin-Transpeptidase, die sowohl PGA
hydrolysieren kann als auch fur die kovalente Bindung von PGA an die
Peptidoglykan-Zellwand notwendig ist (Fouet, 2009). Obwohl pXO1 nicht fur die

Kapselbildung von B. anthracis notwendig ist, sind pXO1" Stamme deutlich weniger
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bekapselt. Dies liegt an der Abwesenheit des AtxA-Regulatorgens auf dem pXO1
Plasmid, das unter anderem die Expression von CapABCDE reguliert (Fouet and
Mock, 2006; Koehler, 2002).

Die genaue Funktion der S-Layer, die eine vierte Schicht an der Aulienseite der
Zellwand von B. anthracis bildet, ist bis heute ungeklart. Auf dem Anthrax-Genom
werden die beiden S-Layer Proteine Sap und EA1 codiert, die allerdings keinen
direkten Einfluss auf die Pathogenitat von B. anthracis zu haben scheinen (Fouet,

2009).

1.4.3 Das Toxin

Neben der Kapsel ist das Exotoxin von B. anthracis die Hauptursache fur die
Pathogenitat des Erregers. Erstmals wurden das Anthrax-Toxin in den 1950er Jahren
von Smith und Keppie isoliert und seine Wirkung in vivo und in vitro untersucht.
Dabei entdeckten sie, dass das Anthrax-Toxin aus unterschiedlichen
Proteinkomponenten zusammen gesetzt ist (Smith et al., 1953). Es gehdrt zu der
Familie der so genannten ,binaren Toxine“. Diese binaren Toxine bestehen zum
einen aus einer enzymatisch/toxischen wirksamen Komponente, der so genannten A
Domane und zum anderen aus der B Domane, die die Bindung an den Rezeptor der
Wirtszelle und das Einschleusen der A Domane in das Zytoplasma der Wirtszelle
vermittelt. Das A-B-Toxin Protein wird vom Plasmid pXO1 kodiert. Nach Sekretion
bildet das Anthrax-Toxin ein Trimer (Young and Collier, 2007). Die als Lethal Factor
(LF) und Edema Factor (EF) bezeichneten Toxine entsprechen der A Domane und
die als Protective Antigen (PA) bezeichnete Domane ist die B Domane. LF ist eine
90 kDa groRe Zinkprotease, die spezifisch Mitogen-activated protein kinase kinases
(MAPKK) spaltet und inaktiviert (Duesbery et al., 1998; Vitale et al., 1998). Das

zweite Enzym EF ist eine 89 kDa gro3e Calcium- und Calmodulinabhangige
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Adenylatzyklase (AC) (Leppla, 1982). PA ist ein 83 kDa groRRes Protein, das als
Transportvehikel fur EF und LF ins Zytosol fungiert. Der Name Protective Antigen
wurde gewahlt, da dieses Protein als Teil eines Impfstoffs schitzende Antikorper
gegen eine Milzbrandinfektion induzieren kann (Gladstone, 1954; Lacy and Collier,
2002).

Der Wirkmechanismus des Antrax-Toxins auf zellularer Ebene soll im Folgenden
kurz umrissen werden und ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Zuerst bindet
PAg; an einen der beiden bekannten Rezeptoren ANTXR1 und ANTXR2 auf der
Zytoplasmamembran der Wirtszelle. Dort spaltet eine Protease der Furin-Familie
eine 20 kDa grofRe Untereinheit (PA2p) am N-Terminus des PA ab und hinterlasst die
am Rezeptor gebundene C-terminale Untereinheit PAgs. Diese Untereinheit bildet im
Folgenden mit sechs weiteren, an Rezeptoren gebundenen PAg; Einheiten einen
ringférmigen Heptamerkomplex, die so genannte Pra-Pore. Dieses Heptamer kann
nun selbst bis zu drei Moleklle EF und/oder LF kompetitiv binden (Cunningham et
al., 2002; Mogridge et al., 2002). Der so entstandene Komplex wird Uber Liganden-
induzierte Endozytose (d. h. die Endozytose wird erst durch binden von PA an
ANTXR1 oder ANTXR2 induziert) in das endosomale Kompartiment transportiert. Die
Endozytose ist Clathrin-vermittelt und bendtigt Actin und Dynamin (Abrami et al.,
2010). Die Rolle des lipoprotein-receptor-related protein 6 (LRP6) fur die Endozytose
des Toxins ist nicht sicher geklart; LRP6 scheint aber zumindest als Co-Faktor
involviert zu sein, ohne dass jedoch ein absolutes Vorhandensein fur die Endozytose
des Toxins notwendig ware (van der Goot and Young, 2009). Nach der Clathrin-
vermittelten Endozytose werden die so entstandenen Endosomen durch den so
genannten Enodsomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT) in frihe
Endosome uberfuhrt. Fir diesen Prozess spielt die Rezeptor-Ubiquinierung und der

zytosolische  Abschnitt der transmembrandsen  Anthrax-Rezeptoren eine
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Abbildung 1: Darstellung des zellularen Mechanismus der Milzbrand-
intoxikation (modifiziert nach Collier und Young 2003 sowie Puhar und
Montecucco 2007)

1) Bindung von PAg; an den membrangebundenen Rezeptor

)
2) Abspaltung von PA,y durch eine Furinproteinase
3) Heptamerisierung von rezeptorgebundenen PAg; Molekilen
4) Bindung von 3 Molekulen EF und/oder LF
5) Clathrin-abhangige Endozytose des PA-EF/LF Toxinkomplexes
6) Einschleusung der Vesikel in das frihe endosomale Kompartiment mittels

ESCRT/ Entstehung von frihen Endosomen

7) Endosomaler Transport in das spate Kompartiment

8) Bildung einer Pore durch das PA-Heptamer und Transport von EF/LF in das
Zytosol (vorwiegend im spaten Endosom)




Einleitung 23

entscheidende Rolle (Abrami et al., 2006; Abrami et al., 2004). Uber den
endosomalen Transportweg gelangt das Toxin vom frihen endosomalen
Kompartiment (frihe Endosomen) Uber so genannte multivesicular bodies (MVB) in
das spate endosomale Kompartiment (spate Endosomen). Hierbei macht sich das
Toxin den zelleigenen endosomalen Transport zu nutzen (Abrami et al., 2004; Puhar
and Montecucco, 2007). Auf dem Weg vom frihen zum spaten endosomalen
Kompartiment fallt der intraluminale pH-Wert kontinuierlich ab, was eine Rezeptor-
dissoziation der PA-Heptamere begulnstigt und durch Konformationsanderungen der
Pra-Pore in der Endosomenmembran die Translokation von EF und LF in das
Zytosol ermoglicht. Es scheint als sei die Translokation von EF und LF in das Zytosol
auf jeder Stufe des endosomalen Transports moglich, findet aber bevorzugt auf der
Ebene der spaten Endosomen statt (Puhar and Montecucco, 2007; Zornetta et al.,
2010). Autophagozytose durch Lysosomen scheint zumindest fir ANTXR2 auf der
Ebene der spaten Endosomen eine Rolle bei der Translokation von LF in das Zytosol
zu spielen (Ha et al., 2010). Um durch die Pore zu gelangen, untergehen EF und LF
mehrere Konformationsanderungen, weshalb sie sich nach der Translokation ins
Zytosol, bevor sie ihre enzymatische Wirkung in der Wirtszelle aufnehmen kénnen,
zunachst wieder in die aktive Form zurlckfalten missen (Young and Collier, 2007).
Der genaue Ablauf der Toxin-Endozytose und der Freisetzung von EF und LF in das
Zytosol ist nicht vollstandig geklart und Gegenstand anhaltender wissenschaftlicher
Arbeit. Obwohl die Forschungsergebnisse der letzten Jahre das Verstandnis der
intrazellularen Ablaufe der Anthrax-Intoxikation deutlich verbessert haben, gibt es
auch einige kontrare Ergebnisse. Wichtig ist in diesem Zusammenhang auch, dass
die Ablaufe fir die beiden unterschiedlichen Rezeptoren ANTXR1 und ANTXR2 nicht

identisch sind. ANTXR2 hat eine ca. 1000-fach hohere Affinitat fir PA und die
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Anforderungen an den pH zur Rezeptordissoziation und die Porenbildung sind
ebenfalls unterschiedlich (van der Goot and Young, 2009).

Die Kombination aus PA mit EF bildet das Edema Toxin (EdTx) und analog dazu
geht aus der Bindung von LF an PA das Lethal Toxin (LeTx) hervor. Experimentell
lassen sich diese beiden Komponenten unabhangig voneinander untersuchen, wenn
isolierte Toxinpraparationen verwendet werden (Friedlander, 1986). Alternativ kann
auch jedes der zwei Toxingene (EF, LF) durch Deletion inaktiviert werden und somit
eine Intoxikation mit LeTx oder EdTx isoliert untersucht werden. Pathophysiologisch
lasst sich die Milzbrandintoxikation allerdings nicht in die einzelnen Toxine
unterteilen, da im Rahmen einer Milzbrandinfektion normalerweise beide Toxine
gleichzeitig in einer Zelle vorliegen. Ein PA Heptamer kann gleichzeitig EF und LF
binden und in das Zytosol der Wirtszelle schleusen (Young and Collier, 2007).
Hierdurch ergeben sich Synergismen der beiden Enzymaktivitaten in vivo, wodurch
die Pathogenitat der einzelnen Toxine noch verstarkt wird (Quesnel-Hellmann et al.,

2006; Stanley and Smith, 1961).

1.4.3.1 Protective Antigen

Die kristallographische Darstellung des PAgs zeigt ein 2,1 A groRes Protein, das aus
vier verschiedenen Faltungs-Domanen besteht (Petosa et al., 1997). Domane 1 hat
eine B-Sandwich Struktur und beinhaltet die Stelle, an der PAgz durch die Furin-
Protease gespalten wird (Klimpel et al., 1992; Molloy et al., 1992). Hierdurch wird die
Domane 1 in die Unterdomanen 1a (PAy) und 1b, die jetzt das N-terminale Ende des
PAs3 Molekuls bildet, gespalten. Die Abspaltung von PAy, stellt einen kritischen
Schritt in der Wirkweise des Milzbrandtoxins dar, da PAg3 nicht oligomerisieren kann
und die freigelegten Anteile der Domane 1b die Bindungsstelle fir EF und LF

beinhalten (Lacy and Collier, 2002).
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Domane 2 hat eine B-Barrel Struktur und ist mafigeblich flr die Bildung der Pore
verantwortlich (Petosa et al.,, 1997). Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass
Domane 2 auch an der Rezeptorbindung von PAg; beteiligt ist (Lacy et al., 2004b;
Santelli et al., 2004). Im oligomerisierten Zustand als Heptamer kommt es bei
Domane 2 unter dem Einfluss des niedrigen pH zu einer grof3en
Konformationsanderung, die zu einer 14-strangigen B-Barrel Membrantransportpore
fuhrt. Die 2 B2-2 B3 Schleife von Domane 2 bildet den transmembrandsen Anteil der
B-Barrel (Benson et al., 1998; Qa'dan et al., 2005).

Domane 3 ist die kleinste der vier Domanen und ist flir die Heptamerbildung
notwendig (Lacy et al., 2004a). Mutationen in dieser Domane verhindern die
Oligomerisation, bei der sich Domane 3 an eine Anschlussstelle in Domane 1b des
Nachbarmolekils einhangt (Mogridge et al., 2002).

Doméne 4 besteht aus einem B-Sandwich und hat eine Immunglobulin-ahnliche
Faltung. Sie ist in erster Linie an der Rezeptorbindung von PA beteiligt und hat relativ
wenig Kontakt zu den restlichen Domanen (Rosovitz et al., 2003; Singh et al., 1991).

In der Heptamerform, die die Pra-Pore bildet, sind die einzelnen PAgz; Molekile wie
,Kuchenstlcke" angeordnet. Im Vergleich zur monomeren Struktur von PAg; wird die
Konformation von PAg; durch die Oligomerisation kaum verandert. Dabei zeigen die
Domanen 1b und 2 nach innen, die Domanen 3 und 4 sind nach aul3en gerichtet
(Young and Collier, 2007). Die nach innen gerichteten Anteile der Doméanen 1b und 2
bestehen hauptsachlich aus polaren und negativ geladenen Aminosauren. Die
Ausnahme bildet das sich im Lumen der Pore befindliche Phenylalanin an Stelle 427
(Phe427) der Domane 2, das eine entscheidende Rolle bei der Translokation von EF
und LF ins Plasma spielt (Krantz et al., 2005).

Heute kennt man zwei verwandte Rezeptoren, die beide PAg; auf der Oberflache der

Wirtszelle binden und die Wirkung des Milzbrandtoxins vermitteln. Diese heil3en
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ANTXR1 (anthrax toxin receptor 1 oder tumor endothelial marker-8) und ANTXR2
(anthrax toxin receptor 2 oder capillary morphogenesis protein 2) (Bradley et al.,
2001; Scobie et al, 2003). Alternatives mRNA Splicing lasst jeweils drei
verschiedene Isoformen entstehen, wobei PAgs jeweils nur an die lange (564
Aminosauren) und mittellange (368) Isoform von ANTXR1 sowie die beiden langen
(489 und 488) Isoformen von ANTXR2 bindet (Liu and Leppla, 2003; Rainey et al.,
2005). Die Rezeptoren sind Typ1 Membranproteine. Die extrazellulare
Bindungsdomane ist verwandt mit dem von Willebrand Faktor Typ A (VWA) und den
integrin inserted (I) domains. Der zytoplasmatische Anteil dieser Rezeptoren scheint
hingegen keinen Anteil an dem Wirkmechanismus des Anthrax-Toxins zu haben, da
eine Deletion dieser Anteile zu keinem Wirkverlust des Milzbrandtoxins fuhrt (Liu and

Leppla, 2003).

1.4.3.2 Lethal Factor

LF und EF haben einen identischen N-Terminus Uber den beide Enzyme die gleiche
Bindungsstelle am PAg3 benutzen (Pimental et al., 2004). Der C-terminale Anteil von
LF entspricht der enzymatisch aktiven Zink-Metalloprotease-Komponente. Diese
MAPKK spaltete und aktiviert spezifisch die Stresskinasen ERK1/2, JNK/SAPK und
p38, die wiederum zahlreiche Funktionen im Bereich der Proliferation,
Zellzyklusregulation, Immunmodulation und Apoptose regulieren (Moayeri and
Leppla, 2009). Klinisch aulert sich die Intoxikation mit LeTx durch einen atypischen,
vaskularen Schock ohne die unter einem Endotoxinschock typischen Zeichen wie
Thrombose und Zytokinausschuttung (Cui et al., 2004). Die Empfindlichkeit auf LeTx
variiert sehr stark in verschiedenen Spezies und innerhalb von Spezies von Stamm
zu Stamm (Moayeri and Leppla, 2009). So sterben z. B. empfindliche Rattenstdmme

wie die Fischer-Ratte innerhalb von 60 min nach Injektion mit LeTx (Gupta et al.,
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2008), wohingegen Mause Uber 2-6 Tage langsam verenden. Histopathologisch
finden sich kaum oder keine Zeichen einer Schocksymptomatik. Der genaue
Mechanismus der Intoxikation in vivo ist bis heute unbekannt (Moayeri and Leppla,
2009; Tonello and Montecucco, 2009). Obwohl LeTx in einigen Mausstammen
besonders toxisch fur Makrophagen ist und man friher annahm, dass die Lyse und
Zerstorung dieser Zellen zu einer verstarkten Zytokinausschiattung fihrt, die
konsekutiv die Schockpathogenese erklart (Hanna et al., 1993), ist man heute wieder
von diesem Modell abgekommen. Dies liegt vor allem daran, dass auch
Mausstamme mit LeTx resistenten Makrophagen derselben Schocksymptomatik
unterliegen (Moayeri et al., 2003). Darlber hinaus spielt gerade die im Mausmodell
untersuchte Lyse von Makrophagen bei der LeTx-Intoxikation beim Menschen kaum
eine Rolle, da menschliche Makrophagen resistent gegen LeTx induzierte Lyse sind.
Dennoch scheint auch beim Menschen die Toxinwirkung auf Makrophagen und
andere Zellen des Immunsystems eine wichtige Rolle zu spielen (Tournier et al.,
2009a). So wirkt LeTx gezielt gegen die bakterizide Aktivitat von Makrophagen
(Bozue et al., 2005; Welkos et al., 2002), verhindert Chemotaxis durch verminderte
Makrophagenbeweglichkeit (Rossi Paccani et al., 2007) und induziert Uber die
Hemmung des p38a-Signalweges Apoptose in diesen Zellen (Park et al., 2002).
Dartber hinaus beeintrachtigt LeTx zusammen mit EdTx die Funktion von
Dentritischen Zellen (Agrawal et al., 2003) und dadurch eine adaquate zellulare und
humorale Immunantwort durch T- bzw. B-Zellen (Fang et al., 2005; Fang et al.,

2006).

1.4.3.3 Edema Factor

Wie bei LF, entspricht die C-terminale Domane des EF einer enzymatischen

Komponente. In diesem Fall ist es eine calciumabhangige Adenylatzyklase (AC), die
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zu einem Anstieg des intrazellularen cAMP fuhrt. EF ist zunachst inaktiv und benétigt
fur seine AC-Aktivitat die Bindung von Calmodulin (CaM) an das Protein. AC-Aktivitat
haben auch andere Toxine wie CyaA von Bordetella pertussis. CyaA ist ebenfalls
CaM-abhangig und die intrazellularen Mechanismen von EF und CyaA scheinen sehr
ahnlich abzulaufen (Tang and Guo, 2009). Der prominenteste klinische Effekt ist die
Entwicklung eines Odems im Bereich der Infektionsstelle mit Milzbrandsporen oder
der Injektionsstelle von isoliertem EdTx. Ebenfalls kann die Gabe von EdTx zu
Herzversagen, ausgedehnten Gewebeschaden und letzten Endes auch zum Tod
fuhren (Firoved et al., 2005; Kuo et al., 2008). Darlber hinaus inhibiert EdTx die
Immunreaktion wahrend einer Milzbrandinfektion durch Beeintrachtigung der
Makrophagenaktivitat (Szarowicz et al., 2009), Zytokinausschuttung (Hong et al.,
2007; Rossi Paccani et al., 2007) sowie der Antigenprasentation (Paccani et al.,
2005). EdTx alleine ist im Vergleich zu LeTx nur in sehr hoher Dosis todlich,
allerdings erhoht EdTx die Pathogenitat von LeTx und vice versa (Firoved et al.,

2007; Tournier et al., 2005).

1.4.4 Die Anthrax Spore

Der naturliche Infektionsweg des Milzbranderregers verlauft Gber die Sporenform des
B. anthracis. Diese bilden sich als Endosporen aus der vegetativen Form, wenn das
Nahrungsangebot in der Umgebung schlecht ist und dienen dem Uberleben als
Ruheform (Driks, 2009). Die Sporen sind auferst widerstandsfahig und kdnnen tber
Jahrzehnte im Erdreich Uberleben. Die Sporenbildung dient neben dem Uberleben
des Bacillus auch der Verteilung des Erregers uber verschiedene Milieus wie
Wasser, Erdreich und Wirtstiere (World Health Organization, 2008).

Der Infektionszyklus beginnt mit der Aufnahme der Sporen in den Korper, wo der

Reifungsprozess zur vegetativen Form beginnt. Dieser Prozess, der in etwa acht
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Stunden dauert, ist fur B. subtilis sehr genau beschrieben. Man geht davon aus, dass
dieser fur B. anthracis sehr ahnlich verlauft (Errington, 2003; Giorno et al., 2007). Der
genaue zellulare Mechanismus ist allerdings noch nicht bekannt. Man weil}
allerdings, dass eine Reihe von Faktoren wie Verfugbarkeit von Nahrung, Phase des
Zellzyklus und Zytokine im Medium darauf Einfluss nehmen (Grossman, 1995; Hoch,
1993). Die Reifung wird durch  Aminosauren, Ribonukleoside und
Peptidoglykanfragmente getriggert, Substanzen, fir die es spezifische Rezeptoren
an der inneren Sporenmembran gibt. Diese Triggerung fuhrt zu einem
Wassereinstrom in den Kern und einem Aufbrechen der Hullschichten gefolgt von
metabolischer Aktivitat und Zellwachstum (Driks, 2009).

Die Milzbrandspore besteht aus einer Reihe von konzentrisch angeordneten Hullen.
Im Inneren liegt der Kern (core), in dem sich das Sporenchromosom sowie so
genannte small acid-soluble proteins (SASPs) befinden. Die SASPs sind eng mit
dem Chromosom verbunden und schitzen dieses so vor UV-Strahlung und Hitze
(Setlow, 2007). Als nachstes schliel3t sich eine Peptidoglycan-Schicht an, die cortex
heit und den Kern in erster Linie trocken halt (Setlow, 2003). Als nachstes kommt
eine vielschichtige Proteinhille, die coat (engl. fur Mantel) heif3t. Diese Hille ist an
der Oberflache gefaltet und verhindert das Eindringen von degradierenden Enzymen,
kleinen reaktiven Molekulen (z. B. Desinfektionsmittel) und anderen Mikroben. Die
Oberflache kann sich entfalten, wenn im Rahmen der Reifung der Spore Wasser in
die Hulle eindringt (Driks, 1999). Aulderhalb des coat befindet sich das Exosporium,
eine Eiweilhille, die nicht bei allen Bakterien der Gattung Bacillus vorkommt (Driks,
2009). Zwei Proteine des Exosporiums von B. anthracis wurden bisher identifiziert
(BclA und BclB) und sie scheinen eine wichtige Rolle in der Umweltinteraktion der

Spore zu haben. Als immunogene Komponente der Spore stellen diese Proteine
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auch ein interessantes Antigen zur Impfstoffentwicklung gegen B. anthracis dar

(Tournier et al., 2009b).

1.5 Impfstoffentwicklung gegen B. anthracis

1.5.1 Attenuierte Lebendimpfstoffe

Der von Pasteur entwickelte Impfstoff gegen B. anthracis aus abgeschwachten
Bakterienkulturen zahlt zu den ersten verfigbaren Lebendimpfstoffen Gberhaupt und
fand in der Veterinarmedizin Uber Jahrzehnte breite Anwendung (Friedlander et al.,
2002). Die Attenuierung der Milzbrandkulturen erfolgte durch Inkubation bei ca. 42°C,
was zu einem Verlust des toxintragenden pXO1-Plasmids fihrt (Mikesell et al.,
1983). Da aber das vom pXO1 kodierte PA eine wichtige Rolle fur die Auslésung
einer Immunantwort spielt, muss davon ausgegangen werden, dass die Impfstoff-
Kulturen eine Mischung aus toxintragenden und nicht-toxintragenden Bacilli war
(Friedlander et al., 2002).

Trotz der Effektivitat stellten die Variabilitat der Impfkulturen, die Instabilitat sowie die
relativ aufwendige Herstellung entscheidende Nachteile dar. Die Isolierung eines
unbekapselten aber toxintragenden (pXO1*, pX02’) Stammes von B. anthracis durch
den Veterinar Max Sterne in Sidafrika in den 1930er Jahren und dessen
Weiterentwicklung zu einem abgeschwachten, sporenhaltigen Lebendimpfstoff war
ein weiterer Meilenstein in der Anthraxforschung. Dieser B. anthracis-Stamm wurde
in der Folge Sterne-Stamm benannt (Sterne, 1937b, 1939; Turnbull, 1991). Obwohl
dieser Impfstoff in Nutztieren effektiv und sicher ist und weite Verbreitung gefunden
hat, wurde er von den meisten Nationen aufgrund der verbleibenden
Sicherheitsbedenken beziglich der verbleibenden Pathogenitat des Erregers sowie
der Angst vor einer zu starken Impfreaktion mit starken Nebenwirkungen als nicht

geeignet fur die Verwendung beim Menschen betrachtet (Friedlander et al., 2002).
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Dennoch wurde in der ehemaligen UdSSR 1953 ein Lebendimpfstoff, basierend auf
einem dem Sterne-Stamm sehr ahnlichen STI-1 Stamm, lizenziert und in der Folge
auch ausgiebig an Menschen getestet (Shlyakhov and Rubinstein, 1994). Da
sporenbildende Lebendimpfstoffe gegen B. anthracis generell als effektiver gelten als
zellfreie Komponentenimpfstoffe, sind bis heute zahlreiche weitere Entwicklungen
einer vollstandig apathogenen Sterne-Variante im Fokus der Forschung. Mdgliche
Mechanismen beruhen z. B. auf inaktivierenden Mutationen im Bereich der Toxin-
Gene oder einer Stérung der Sporenbildung. Ebenfalls wurde versucht PA in
anderen Bakterienarten wie B. subtilis, Salmonella enterica thyphimurium oder
Lactobacillus zu exprimieren und diese als Vektor fur das Antigen zu verwenden

(Friedlander and Little, 2009).

1.5.2 Impfstoffe basierend auf PA

Der aktuell in den USA und GroRbritannien zugelassene Impfstoff Anthrax Vaccine
Adsorbed (AVA — USA) bzw. Anthrax Vaccine Precipitated (AVP — UK) besteht
vorrangig aus PA. Er enthalt zusatzlich geringe Mengen EF und LF sowie weitere
Proteine, deren Beitrag zum Schutz gegen B. anthracis unbekannt ist (Friedlander et
al., 2002). Dieser zellfreie Impfstoff wird aus Sterne oder Sterne-ahnlichen
Anthraxkulturen durch Aluminiumabsorption bzw. —prazipitation des gefilterten
Kulturmediums gewonnen und wurde in den 50er und 60er Jahren in den USA bzw.
Grolbritannien entwickelt. Seit der Zulassung von AVA 1970 in den USA wird dort
die Impfung von Berufsgruppen, die ein Expositionsrisiko tragen, empfohlen. Seit
1998 wird das militarische Personal systematisch gegen Anthrax geimpft
(Friedlander et al., 1999). Es gibt keine systematischen Untersuchungen der
Wirksamkeit des Impfstoffes beim Menschen. Tierexperimentelle Studien zeigen eine

grolRe Variabilitat bezuglich der Effektivitat, eine letale Milzbrandinfektion zu
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verhindern. Deshalb und aufgrund der relativ schlechten Vertraglichkeit sowie der
zahlreichen Impfdosen, die notwendig sind, um einen anhaltenden Impftiter zu
erreichen, sind die BemlUhungen grol3, einen neuen Impfstoff zu entwickeln. Die
Weiterverwendung und erneute Lizenzierung des vorhandenen Impfstoffs in den
USA wurde zuletzt 2002 aufgrund einer fehlenden Alternative von einer
Expertenkommission empfohlen (Institute of Medicine (U.S.). Committee to Assess
the Safety and Efficacy of the Anthrax Vaccine., 2002).

Sowohl in den Lebendimpfstoffen als auch in AVA wird PA die wichtigste Rolle in der
Induktion einer Immunantwort zugeschrieben. Seit der Entdeckung des
Toxinplasmids pXO1 und der Mdglichkeit rekombinantes PA (rPA) herzustellen,
wurden zahlreiche Studien durchgefihrt, die die Wirksamkeit von rPA untersuchten.
Hier zeigte sich ein vergleichbarer Schutz wie unter AVA (Friedlander and Little,
2009). Es wurden bereits zwei Phase-1 Studien hierzu durchgefiihrt (Campbell et al.,
2007; Gorse et al., 2006). Rekombinantes PA, in Kombination mit effektiveren und
besser vertraglicheren Adjuvanzien, scheint derzeit aussichtsreichster Kandidat fur

die nachste Generation eines Anthraximpfstoffs zu sein.
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2 Stand der Forschung und Fragestellung der Arbeit

2.1 Dominant-negative Inhibitoren von PA (DNI)

Wie bereits oben beschrieben, ist die Toxinwirkung von B. anthracis von
entscheidender Bedeutung fur die volle Pathogenitat des Erregers. In zahlreichen
Studien wurde versucht, den zelluldaren Mechanismus der Intoxikation zu
entschlisseln. Das Milzbrandtoxin ist derzeit eines der am besten untersuchten
Exotoxine in der Bakteriologie. Die Schritte von der Bindung des PA an den
membrangebundenen Rezeptor bis zur Einschleusung der Enzymdomanen des EF
und LF in das Zytosol der befallenen Zelle sind heute relativ gut verstanden. Die
Analyse der Struktur des PA (von der Aminosduresequenz bis zur
kristallographischen Struktur des PA-Heptamers) hat es erlaubt, den einzelnen
Domanen des PA eine Funktion bei der Toxinwirkung zuzuschreiben. So konnte man
zeigen, dass gewisse Aminosauren der Domane 2 entscheidend fur die
Konformationsanderungen wahrend der Porenbildung sind. Sellmann et al.
demonstrierten wie gezielte Mutationen von einzelnen Aminosauren, oder auch eine
Kombination von verschiedenen Mutationen in diesem Bereich, zu einem
Wirkungsverlust von LeTx fuhrt, da die Enzymkomponente nicht mehr in das Zytosol
transportiert werden kann (Sellman et al., 2001b). Die meisten dieser mutierten PA-
Varianten assoziieren allerdings weiterhin mit dem zellularen Rezeptor, binden
sowohl LF als auch EF und bilden Heptamere. In einer weiteren Studie konnten
Sellmann et al. zeigen, dass manche dieser PA-Mutanten auch mit nativem PA ko-
oligomerisiert und dadurch die durch wild-typ PA (wtPA) vermittelte Translokation
von LF in das Zytosol verhindert wird (Sellman et al., 2001a). Insbesondere die

Doppelmutation Lys**’>Asp®”, Asp*®>Lys*?® (K397D, D425K) zeigte besonders
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starke inhibitorische Aktivitat. Die weitere Analyse lasst vermuten, dass bereits eine
einzige solche mutierte PA-Variante pro Heptamer ausreicht, um die
Toxintranslokation zu verhindern. Diese Eigenschaft entspricht der eines so
genannten dominant-negativen Inhibitors (DNI), also eines Inhibitors, der nicht nur
kompetitiv mit dem nativen PA um die Rezeptorbindung konkurriert, sondern
zusatzlich auch wtPA und LF und EF an sich bindet und dabei die Toxinwirkung
verhindert. Entsprechend konnte die gleichzeitige Gabe der DNI-Doppelmutante mit
einer sonst todlichen Dosis von LeTx in Mausen die Intoxikationserscheinungen
verhindern und alle getesteten Tiere Uberlebten (Sellman et al., 2001a). Weitere
Charakterisierungen der Doppelmutante PA (K397D,D425K) und weiterer Mutanten
mit drei oder vier Punktmutationen zeigten, dass bei der beschriebenen
Doppelmutante eine sehr starke inhibitorische Wirkung mit ausreichender Stabilitat
der Heptamerkomplexe vorliegt (Yan and Collier, 2003). Daher wurde fur die hier
beschriebenen Experimente ausschliel3lich diese dominant-negative PA-Mutante
verwendet. Diese wird fortan nur noch mit DNI bezeichnet. Ein weiterer Vorteil fur die
im Folgenden beschriebenen Experimente ist, dass bei DNI lediglich zwei
Aminosauren im Vergleich zu wtPA vertauscht sind und somit die Antigenitat nicht

wesentlich gegenuber PA verandert sein sollte.

2.2 Konjugierter Impfstoff gegen Kapsel und Toxin des B.
anthracis

Obwohl hinlanglich bekannt ist, dass die Kapsel von B. anthracis eine wichtige Rolle
in der Pathogenese der Milzbrandinfektion spielt, sind die derzeit zugelassenen
Impfstoffe zur Anwendung beim Menschen ausschlieRlich gegen PA und damit
gegen die Toxinkomponente gerichtet. Dies beruht vor allem darauf, dass die PGA-

Kapsel von B. anthracis nur auf3erst schwach immunogen ist und nach Impfung mit
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freier PGA keine nennenswerten Anti-PGA-Ak-Konzentrationen messbar sind
(Ostroff et al., 1958). Obwohl die PGA-Kapsel mir ihrer geringen Antigentat relativ
spezifisch fur B. anthracis ist, kommen auch bei anderen Bakterien Kapseln vor, die
nur eine schwache Immunantwort auslésen. Genannt seien hier vor allem die
Polysaccharid-Kapseln der Erreger Haemophilus influenza Typ b, Streptococcus
pneumoniae und Neisseria meningitidis Serogruppe C. Wahrend Impfungen mit den
isolierten Polysaccharid-Kapseln keine erfolgreiche Impfstrategie mit dauerhaftem
Antikérperschutz darstellen (Makela et al., 1980; Peltola et al., 1977), haben sich
konjugierte Impfstoffe, bei denen Kapselbestandteile kovalent an ein stark
immunogenes Tragerprotein gebunden wurden, flr alle drei genannten pathogenen
Bakterien bewahrt (Goldblatt, 2000). Dies wird vor allem durch den Ubergang einer
T-Zell-unabhangigen Immunantwort gegen Polysaccharide, in eine T-Zell-abhangige
Immunreaktion, wie sie bei Protein-Antigenen vorkommt, erklart (Baker, 1992).

Analog hierzu wurden bereits Anstrengungen unternommen, einen konjugierten
Impfstoff gegen die PGA-Kapsel von B. anthracis zu entwickeln. Als potentes Antigen
und Proteintrager ist hier vor allem PA interessant, da ein solcher Impfstoff neben der
Induktion von Antikapsularen-Ak auch gleichzeitig Antitoxin-Ak induzieren wurde und
somit einen Impfstoff mit dualem Antikérperschutz zur Prophylaxe einer todlichen
Milzbrandsepsis darstellen wirde. Unabhangig voneinander haben Schneerson et al.
(Schneerson et al., 2003) sowie Rhie et al. (Rhie et al., 2003) einen solchen
konjugierten Impfstoff entwickelt, der in den geimpften Mausen einen hohen
Antikorpertiter gegen PGA induzierte. Daruber hinaus konnte in beiden Studien
demonstriert werden, dass diese Antikorper in vitro opsonierend wirkten und eine
Phagozytose der PGA-bekapselten Bakterien begunstigten. Ein Expositionsversuch
mit B. anthracis war aufgrund der Zugangsbeschrankung von pathogenen

Anthraxstdammen in beiden Studien nicht moglich.
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2.3 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Aus den o.g. Vorarbeiten ergaben sich folgende Fragestellungen fur diese

Dissertation:

1.)

Ist die dominant-negativ inhibitorische Mutante DNI als Antigen in einem PA-
basiertem Milzbrandimpfstoff geeignet um ausreichende und spezifische Anti-
PA-Antikorper zu induzieren und somit einen Impfschutz gegenlber einer
Milzbrandinfektion zu bewirken? Ein Impfstoff der auf dem Protein DNI basiert
konnte bei dem V.a. eine Milzbrandinfektion einerseits als Antitoxin
therapeutisch wirken und andererseits gleichzeitig eine Antikorperbildung
gegen die Exotoxine von B. anthracis bedingen.

Ein konjugierter Impfstoff basierend auf kovalent gebundenem PGA an das
Protein PA ist in der Lage schiutzende antikapsulare Antikorper zu induzieren.
Ist DNI als dominant-negativ inhibitorische Mutante des PA ebenso als
Tragerprotein fur einen konjugierten Impfstoff mit PGA geeignet?

Wenn die Impfung mit DNI oder einem DNI-PGA-Konjugat messbare
Antikérper gegen PA und PGA ausl6st, sind diese dann in vivo auch in der
Lage schutzend gegenuber einer normalerweise tddlichen Dosis von LeTx zu

wirken?
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3 Material und Methoden

3.1 Isolierung und Degradierung von y-D-Polyglutaminséaure (PGA)

3.1.1 Bakterienstamm, Inokulation und Kultivierung

Wir erhielten Bacillus licheniformis ATCC 9945a von der American Type Culture
Collection. B. licheniformis wurde auf E-Medium Agar-Platten kultiviert. Sehr mukése
Kolonien wurden ausgewahlt und unter aeroben Bedingungen in Erlenmeyer-Kolben
in flussigem E-Medium kultiviert. 1 Liter E-Medium enthalt: 20,0 g L-Glutaminsaure;
12,0 g Zitronensaure; 80,0g Glyzerol; 7,0g NH4CIl;, 0,5g K;HPO4 0,59
MgS0QO,4:7H,0; 0,04 g FeCls:6H,0; 0,15 g CaCl,-2H,0; 0,104 g MnSO4-H,O (Birrer et
al., 1994) (alle Chemikalien: Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Die Kulturen wurden bei

37°C inkubiert und fir 96 h bei 250 rpm geschuttelt.

3.1.2 Gewinnung und Reinigung der PGA

Die stark viskdose Bakterienkultur in den Erlenmeyerkolben wurde bei 6500 g flur
20 min zentrifugiert, um die Bakterien zu entfernen. Der Uberstand mit reichlich freier
PGA wurde Uber Nacht bei 4°C mit dreifacher Menge Ethanol ausgefallt. Die
ausgefallene PGA wurde durch Zentrifugation gesammelt und anschlieRend gegen
deionisiertes Wasser (DI-H20) dialysiert, um Ethanol zu entfernen. Die dialysierte
Lésung der PGA wurde mit 6 M HCI auf den pH 1,5 angesauert und sofort durch
Zugabe von dreifacher Menge 1-Propanol bei -20°C prazipitiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Prazipitat zweimal mit Aceton und dann einmal mit
Ethylather gewaschen und anschlielend erneut gegen DI-H,O dialysiert. Zum
Schluss wurde die Losung gefriergetrocknet und als weil’es Pulver aufbewahrt (Rhie

et al., 2003). Die Reinheit und Struktur der PGA wurde durch UV/VIS-Spektroskopie



Material und Methoden 38

von 190 bis 300 nm Wellenlange und mit 1H-Magnetresonanzspektroskopie (NMR)

kontrolliert und bestatigt.

3.1.3 Degradierung der PGA

Das Molekulargewicht der nativen im Kulturiberstand vorliegenden PGA von B.
licheniformis liegt im Durchschnitt bei ~500 kDa (Oppermann-Sanio and Steinbuchel,
2002; Perez-Camero et al., 1999). PGA in dieser Grofe ist hoch viskés und eine
Konjugation mit Proteinen wiirde wahrscheinlich zu einem unléslichen Gel flhren,
das flr die Verwendung als Impfstoff ungeeignet ware. Deshalb ist es notwendig, die
PGA in kleinere Fragmente zu spalten. Die von Perez-Camero et al. (Perez-Camero
et al., 1999) beschriebenen Spaltung der PGA mittels Ultraschall, ergab auch nach
langerer Applikation lediglich ein durchschnittliches Molekulargewicht von ~50 kDa.
Rhie et al. haben PGA dieser GroRRe erfolgreich fir einen konjugierten Impfstoff
verwendet (Rhie et al., 2003).

Wir interessierten uns daflir, ob kleinere PGA-Fragmente genauso oder vielleicht
sogar besser fur die Verwendung als Impfstoff geeignet sind. Um PGA-Fragmente
mit der GroRe von ca. 10 kDa zu erhalten, fihrten wir eine alkalische Hydrolyse
durch (Kubota et al., 1996). 10 mg PGA wurden in 1 ml 2 M NaOH bei 80°C fur
80 min hydrolysiert. AnschlieRend wurde die Losung mit 6 M HCI neutralisiert und
das Molekulargewicht der PGA-Fragmente mittels einer Superose 12
Chromatographiesaule (Fast Protein Liquid Chromatography, FPLC) gemessen. Als
Standard wurden Dextrane der Grofen 10, 20, 40, 110 und 150 kDa verwendet
(Superose 12 und Dextranstandards von Amersham Biosciences, Piscataway, NJ).
PGA-Fragmente der GroRe ~10 kDa wurden nach Gelfiltration gesammelt, gegen DI-

H,O dialysiert und gefriergetrocknet.
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3.2 Herstellung der PGA-Protein Konjugate

Die Methode mittels Carbodiimiden Peptidbindungen zu synthetisieren wurde von
Sheehan und Hess beschrieben (Sheehan and Hess, 1955). Die chemische
Reaktion, die als Dehydratisierung (also Abspaltung von einem Molekul H>O)
bezeichnet werden kann, ist in Abbildung 2 dargestellt. Hierbei wird zunachst die C-
terminale, freie Carboxylgruppe des PGA-Fragments unter Abspaltung eines
Wasserstoff-Atoms an das zentrale Kohlenstoff-Atom des Diimids gebunden. Dieses
instabile Produkt Ubertragt dann unter Abspaltung der ehemaligen Hydroxylgruppe
am C-terminalen Ende der PGA dieses auf eine freie Aminogruppe des

Tragerproteins (Bauminger and Wilchek, 1980). Hieraus entsteht eine neue

o r
PGA)I\OH /\Nécé N\/\/'LHS |
EDC
@ PGA 2 PA
oo HN—PA PGA” N
/\NJ\N/\/\NJrH/ X
I @ o
IMP /\NJ\N/\/\JH/

Abbildung 2: Konjugation der PGA an eine Aminoseitengruppe des PA bzw.
DNI. 1) In einer ersten Reaktion des Diimids (EDC) mit der Carboxylgruppe der
PGA entsteht ein instabiles Intermediarprodukt (IMP). 2) Dieses wird in einem
zweiten Schritt auf eine freie Aminogruppe des Tragerproteins (PA oder DNI) unter
Abspaltung des hydratisierten EDC gebunden. Das EDC und ungebundene PGA-

Fragmente kdnnen anschlie3end durch Gelfiltration entfernt werden.
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Peptidbindung an einer Aminoseitengruppe des Tragerproteins, die meist von der
basischen Aminosaure Lysin stammt. Prinzipiell kann so an jeder Aminoseitengruppe
des Tragerproteins eine Peptidbindung eingefiihrt werden. Man kann davon
ausgehen, dass jeweils mehrere PGA-Fragmente pro Molekial PA bzw. DNI
gebunden werden. Das verwendete Diimid 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid Hydrochlorid (EDC) ist gut wasserldslich und wird
ebenso wie alle anderen niedermolekularen Substanzen durch Geffiltration eliminiert.
Im Detail wurden die PGA-PA und PGA-DNI Konjugate gleichzeitig durch die
identische Methode folgendermalien hergestellt:

Die Proteine wtPA und DNI wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von
Professor John R. Collier zur Verfigung gestellt. Zu 1 mg PA bzw. DNI in 0,5 ml
Phosphatpufferlosung (PBS, pH 7,0) wurde 0,5mg PGA (~10kDa) gegeben.
Nachdem sich die PGA aufgelést hatte, wurden 5 mg EDC (Sigma-Aldrich)
hinzugegeben und die Lésung dann bei 25°C fir 4 h gerlihrt. AnschlieRend wurde
die Losung in einer PD-10 Saule (Amersham Biosciences) gereinigt, die Konjugation
und die GroRe der Konjugate vor und nach Reinigung durch 10% SDS-PAGE
kontrolliert und die Grolle mit einem Standard (Seeblue® Plus2 Pre-stained
Standard, Invitrogen) verglichen (Abbildung 3) (Rhie et al., 2003). Im Detail wurde ein
kommerzielles SDS-PAGE-System der Firma Bio-Rad Laboratories (Ready Gel Cell)
mit einem vorgefertigtem 10%-Gel (Ready Gel 10% Tris-HCI, Bio-Rad Laboratories)
verwendet. Zu 10 yl der Proteinlosung wurden 20 upl des Probenpuffers
(Katalognummer 161-0737, enthalt: 2,9 ml DI-H20, 1,0 ml 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8,
2,0ml Glyzerol, 1,6ml 10% SDS, 0,4 ml B-Mercaptoethanol, 0,1 ml 1,0 %
Bromphenolblau) gegeben und fur 5 min auf 95°C erhitzt. Nach Abkuhlen auf Eis
wurden 20 pl der Probe in die daflr vorgesehene Vertiefung des Gels, welches in die

Elektrophoresekammer eingespannt wurde, mittels einer Pipette Ubertragen. In die
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Elektrophoresekammer wurden 300 ml des Laufpuffers (Katalognummer 161-0732,
10-fach konzentrierte Lésung enthalt: 15,0 g Tris, 72,0 g Glyzin, 5,0 g SDS in 500 ml
DI-H20; pH 8,3) geflllt und nach Anschluss der Elektroden die Elektrophorese bei
200V fur ca. 35 min durchgefuhrt. Nach vollstandiger Auftrennung des Standards
wurde die Elektrophorese beendet und das Gel aus der Kammer entfernt. Das Gel
wurde danach mit Coomassie Blau R-250 (400 ml Methanol, 100 ml Essigsaure
(100 %), 1 g Coomassie Blau R-250, 500 ml DI-H,O) gefarbt und anschlielend mit
Essigsaurelésung (100 ml Essigsaure (100 %), 900 ml DI-H,O) entfarbt.

Analog zur Konjugation von PA und PGA wurde EDC zur Herstellung von PGA-BSA
(Bovines Serumalbumin, Sigma-Aldrich) Konjugaten verwendet. Diese BSA-PGA
Konjugate dienten zum Nachweis von PGA spezifischen Antikorpern mittels enzyme

linked immunosorbent assay (ELISA) verwendet wurden.

3.3 Impfung der Méduse

Die verschiedenen Impfstoffe wurden an 6-8 Wochen alten, weiblichen BALB/c
Mausen (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) in Gruppen zu je 8 Mausen getestet.
Der Impfstoff wurde dreimal in Abstanden von zwei Wochen durch intraperitoneale
(i.p.) Impfung verabreicht. Die Blutentnahmen aus einer Schwanzvene zur
Antikdrperbestimmung wurden vor Impfung und dann jeweils eine Woche nach jeder
Impfung durchgefuhrt. Die Impfstoffe enthielten entweder PA, DNI oder die PGA-PA
bzw. PGA-DNI Konjugate mit jeweils 10 ug Proteinanteil. Jede Dosis wurde in 50 pl
PBS geldst und dann an 50 pl eines Aluminium Hydroxyd Gel Adjuvanz (Al(OH)s)
(Sigma-Aldrich) mit 0,18 mg/Dosis adsorbiert. Als Negativkontrolle wurde parallel zu

den anderen Gruppen eine Gruppe von Mausen mit PBS-AI(OH); geimpft.
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3.4 Bestimmung der Antikérperkonzentration (ELISA)

3.4.1 Beschichtung der ELISA-Platten

Die Anti-PA und Anti-PGA Antikérperkonzentrationen im Serum wurden mittels
ELISA gemessen. Immulon 96-well Maxisorp Platten (Nalge Nunc, Rochester, NY)
wurden fur 16 h bei 4°C mit 100 yl PA oder PGA-BSA Konjugat der Konzentration
2,5 ug/ml, gelést in 0,1 M Carbonat Puffer (Beschichtungspuffer), beschichtet. 11
Beschichtungspuffer enthalt 10,6 g Natriumkarbonat (Na,CO3) und 0,2 g Natriumazid
(NaNg3) titriert mit 6 M HCI auf pH 9,6.

Die ersten beiden Reihen flir die Messung der Standardkurve wurden mit 100 pl
eines Ziegen F(ab’), Anti-Maus-IlgG Antikérper (Southern Biochtechnology
Associates, Birmingham, AL) der Konzentration 2,5 pg/ml parallel zu PA bzw. PGA-

BSA beschichtet.

3.4.2 Messung der Antikorperkonzentration im Serum

Sieben Tage nach jeder Impfung mit den Konjugaten oder den unkonjugierten
Proteinen wurden jeweils einige Tropfen Blut aus der Schwanzvene der
immunisierten Mause entnommen. Dieses Blut wurde in Eppendorf-Réhrchen
(Eppendorf, Hauppauge, NY) gesammelt. Nach abgelaufener Koagulation wurde das
Serum durch Zentrifugation gewonnen. Die Serumproben der Mause wurden jeweils
separat in ein frisches, speziell beschriftetes Rdhrchen pipettiert und bei 4°C bis zum
nachsten Tag aufbewahrt. Die Serumproben wurden je nach Antikérperkonzentration
1:20 bis 1:10000 in Tris Puffer (50 mM Tris-HCI, 0,15 M NaCl, pH 7,4) verdinnt und
5% Kalberserum hinzugefigt. Nach dreimaligem Waschen der Mikrotiterplatte
wurden jeweils 100 ul der Serumproben als Duplikate in die Vertiefungen gegeben

und bei 37°C fur 90 min inkubiert. Anschliefend wurde die Platte wiederum dreimal
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gewaschen. Es folgte ein zweiter Inkubationsschritt mit Ziegen Anti-Maus-lgG
(Southern Biotech) Antikdrper, die an alkalische Phosphatase (AP) konjugiert waren.
Hierfir wurden jeweils 100 pl des Anti-Maus-IlgG-AP einer Konzentration von
0,5 ug/ml hinzugegeben und bei 37°C fur 90 min inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen wurden die Platten mit para-Nitro-Phenyl-Phosphat (pNPP) (Sigma-Aldrich)
entwickelt und die Absorption bei den Wellenlangen 405 und 630 nm gemessen.

Far die Standardkurve wurde vor dem ersten Inkubationsschritt statt des
Mauseserums in die ersten beiden Reihen Mause-lgG (Southern Biotech) bekannter

Konzentration in 1:2 Serienverdiinnung gegeben.

3.5 Kompetitiver ELISA

Genauso wie bei der Anti-PA Antikorperbestimmung wurden die ELISA Platten mit
2,5 ug/ml PA Uber Nacht bei 4°C beschichtet und dann nach dreimaligem Waschen
mit 100 yl BSA (Sigma-Aldrich) einer Konzentration von 100 pg/ml fur 60 min bei
30°C geblockt. 75 pl der Serumproben nach der 3. Immunisierung in Verdunnung
1:20000 wurden mit 75 uyl PA, das in Duplikaten als 1:3 Serienverdinnung angelegt
war, gemischt und anschlieBend wurden jeweils 100 pl des Gemischs auf die
beschichtete ELISA Platte Ubertragen. Die Inkubation und Entwicklung erfolgte
analog zur oben beschriebenen Antikdrperbestimmung. Danach wurde die

prozentuale Inhibition durch ,freies“ PA berechnet (Wang et al., 2003).

3.6 Expositionsversuch der geimpften Mause mit PA und LF

Um das Potenzial von DNI und DNI-Konjugat als Impfstoff gegen B. anthracis
abzuschatzen, untersuchten wir, ob die Impfungen gegen eine Injektion von LeTx
schitzen. Drei Wochen nach der letzten Impfung wurde jeder Maus eine Mischung

von 48 ug PA und 20 ug LF (List Biologicals, Campbell, CA) in die Schwanzvene
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injiziert. Dies entspricht in etwa der vierfachen 50% tddlichen Dosis von LeTx fur
Mause (LD50%) (Price et al., 2001). Die Mause wurden nach Injektion fir 2 h
durchgehend und anschlie3end in vier bis acht stlindigen Intervallen beobachtet. Die
Toxinempfindlichen Tiere starben innerhab der ersten 36 h und wurden aus den
Kafigen entfernt. Die Uberlebenden Mause des Toxinversuchs wurden fur die ersten

14 d im Anschluss an den Exposition mit LeTx sorgfaltig Uberwacht.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung und Reinigung der PGA

Die Kulturen von B. licheniformis wurden bei 37°C fur 96 h inkubiert. In den ersten
60 h der Inkubation wurde eine Wachstumskurve mittels Messung der OD bei einer
Wellenlange von 660 nm durchgefuhrt. Hier zeigten sich vor allem in den ersten 20 h
der Inkubation eine exponentielle Zunahme der OD und anschlief3end eine flacher
verlaufende Kurve. Eine Messung der Bakterienzahl nach 18 h ergab im Mittel
7,3 x 10® Zellen pro Erlenmeyerkolben (1 Liter).

Nach 96 h Kultivierung von B. licheniformis in E-Medium entstand eine triibe Lésung,
die ein Gemisch aus Bakterien und freier, in Losung sezernierter PGA beinhaltete.
Die PGA wurde wie in Abschnitt 3.1 beschrieben aufgereinigt und das nach
Gefriertrocknung erhaltene weillliche Pulver nach Auswiegen in 10 mg Portionen bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Zur weiteren Verwendung wurden dann die Proben in

PBS (pH 7,0) geldst und in 10 kDa groRe PGA-Fragmente degradiert.

4.2 Konjugiertes PGA-PA, PGA-DNI und PGA-BSA

Die unkonjugierten Proteine PA und DNI sowie die durch Peptidbindung kovalent
verbundenen Konjugate PA-PGA und DNI-PGA wurden vor der Verwendung
nochmals mittels SDS-PAGE kontrolliert. Nach Reinigung in einer PD-10 Saule
wurden 20 ul der Proteine im SDS-Gel aufgetrennt. Wie aus Abbildung 3 ersichtlich
ist, bilden die unkonjugierten Proteine PA und DNI jeweils eine isolierte Bande im
GroRRenbereich von 83 kDa. Nach Konjugation entsteht ein breite Bande, die im
Bereich der GroRe der unkonjugierten Proteine beginnt und dann Molekile
unterschiedlicher Grof3enordnung, je nach Anzahl der gebundenen PGA-Fragmente,

anzeigt.
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Abbildung 3: 10% SDS-PAGE Gelelektrophorese - Darstellung der unkonju-
gierten Proteine PA und DNI, sowie der PA-PGA und DNI-PGA Konjugate. Die
unkonjugierten Proteine entsprechen dem bekannten Molekulargewicht von 83
kDa. Die breite Bande in der Fraktion der Konjugate stellt ein Gemisch aus
verschieden groRen Fragmenten dar, da eine unterschiedliche Anzahl von PGA-
Molekulen pro Proteinmolekul kovalent gebunden wurde.

4.3 Antikorper gegen PA durch Impfung von PA und DNI

Die Bestimmung der Antikérperkonzentration gegen PA erfolgte Uber einen
quantitativen ELISA. Hierzu wurde, wie beschrieben, eine Mikrotiterplatte mit nativem
PA beschichtet, an welches die gebildeten Anti-PA Mausantikorper des
entnommenen Serums binden konnten. Die gebundenen Antikérper wurden dann
uber einen Ziegen Anti-Maus-IgG Antikdrper detektiert. Eine typische Standardkurve
wie sie fir jede ELISA-Platte angelegt wurde ist mit dem fir die

Konzentrationsberechnung verwendeten linearen Abschnitt ist in Abbildung 4
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exemplarisch dargestellt. Die Mausseren wurden entsprechend verdinnt um einen
Konzentrationsbereich im linearen Abschnitt der Standardkurve zu erreichen und die

entsprechenden Konzentrationen anhand der Geradengleichung berechnet.

1.04
y=0,1812x + 0,0387

’g 081 |R? = 0,9945
S 0.6-
©
n
g 0.4
(m]
O 0.24

0.04+— T T T T T

0 1 2 3 4 5

Maus IgG (ng)
Abbildung 4: Exemplarische Standardkurve eines IgG-ELISAs: Ein Maus IgG-
Standard wurde in absteigenden Konzentrationen von 20 bis 0,02 ng
(Serienverdinnung) aufgetragen. Fur die Berechnung der unbekannten
Antikérperkonzentrationen der getesteten Seren, wurde eine Geradengleichung fir die
optische Dichte (OD) der Standards zwischen 5 und 0,3 ng verwendet. Die Mausseren
wurden entsprechend verdinnt, so dass die OD im linearen Bereich der

Standardkonzentrationen lagen.
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Abbildung 5 zeigt die gemessenen Anti-PA-IgG-Konzentrationen nach der ersten
Impfung (Impfung zum Zeitpunkt 0, Blutenthahme 1 Woche danach: 0+1 Woche)
sowie nach der ersten (2+1 Woche) und zweiten (4+1 Woche) Boosterimpfung mit
PA bzw. DNI. Die Anti-PA-IgG-Konzentrationen lagen nach der ersten Immunisierung
mit PA zwischen 0,010 ug/ml und 0,038 ug/ml mit einem Mittelwert von 0,018 ug/ml £
0,004 ug/ml (Mittelwert + Standardfehler), nach der zweiten Immunisierung zwischen
2,6 ug/ml und 28,0 ug/ml mit einem Mittelwert von 14,6 ug/ml £ 2,9 pg/ml und nach
der dritten Immunisierung zwischen 36,3 ug/ml und 79,2 ug/ml mit einem Mittelwert
von 64,2 ug/ml £ 4,6 ug/ml. In den acht Mausen, die mit DNI geimpft wurden, lagen
die Anti-PA-lgG-Konzentrationen nach der ersten Immunisierung zwischen
0,018 pug/ml und 1,135 pg/ml mit einem Mittelwert von 0,028 pg/ml = 0,15 pg/ml,
nach der zweiten Immunisierung zwischen 9,1 pg/ml und 33,1 pg/ml mit einem
Mittelwert von 23,6 pg/ml £ 3,0 ug/ml und nach der dritten Immunisierung zwischen
138,0 pg/ml und 367,6 ug/ml mit einem Mittelwert von 271,5 ug/ml £ 27,2 ug/mil.

In der 2-Way-ANOVA ergibt sich hieraus ein hoch signifikantes Ergebnis (p<0,001)
fur die Faktoren Behandlung (PA vs. DNI) und Zeit (entspricht dem Verlauf von
ersten Impfung hin zu ersten und zweiten Boosterimpfung) sowie eine signifikante
Interaktion zwischen Behandlung und Zeitverlauf (p<0,001). In der post-hoc Analyse
der einzelnen Zeitpunkte ergibt sich jeweils eine signifikant hohere Anti-PA-lIgG-
Konzentration in der Gruppe der DNI geimpften Mause verglichen mit den PA
geimpften Mausen mit den Signifikanzniveaus von p=0,010 nach der ersten Impfung,
p=0,038 nach der zweiten Impfung und p=0,0002 nach der dritten Impfung (Mann-

Whitney-Test fur nicht-parametrische Stichproben).
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Abbildung 5: Serum-Konzentrationsverlauf von Anti-PA-IgG nach drei
Impfungen mit PA oder DNI. (A) Jedes Dreieck reprasentiert die spezifische
Serum-Antikorperkonzentration einer Maus mit dem Mittelwert von 8 Mausen/
Gruppe. Mittelwerte (+ Standard Fehler) sind nach der 1. Impfung 0,018+0,004 vs.
0,28+0,15 (*p=0.01), nach der 2. Impfung 14,6+2,9 vs. 23,6+3,0 (*p=0.038) und
nach der 3. Impfung 64,2+4,6 vs. 271,5+27,2 (***p=0.0002); (B) Box-Whisker-
Darstellung: Darstellung von Median, unterem und oberen Quartil sowie Minimum
und Maximum der Ak-Konzentrationen. Sterne kennzeichnen einen signifikanten

Unterschied mit den Signifikanzniveaus: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Die durch PA- und DNI-Impfung induzierten Antikdrper konnten beide durch Bindung
an die mit nativem PA beschichteten Mikrotiterplatten detektiert werden. Eine
vollstandige Kreuzreaktivitat der Antikorper gegen beide Proteine und damit eine
Vergleichbarkeit der Antikorperkonzentrationen leitet sich daraus hingegen nicht ab.
Die Ergebnisse des Inhibitions-ELISAs sind in Abbildung 6 dargestellt. Hier wurde die
kompetitive Inhibition der Maus Anti-PA-IgG-Antikérper Bindung an die PA

beschichtete ELISA-Platte durch vorherige Inkubation mit freiem PA, DNI oder BSA
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Abbildung 6: Inhibitions-ELISA mit PA, DNI und BSA. Nach der 3. Impfung mit
PA wurde das Mause-Serum (1:20000) mit jeweils einem der drei Proteine in
steigender Konzentration pra-inkubiert. Wahrend die Inkubation mit BSA keine
Absorption von Anti-PA-IgG-Ak bewirkte, wurden die praformierten Ak gegen PA,
durch PA und DNI in gleicher Weise gebunden. Dabei ist die 50 %ige Hemmdosis
(HDsp) fir DNI 7,2 ng und fir PA 5,7 ng. Dadurch wurde die Detektion der Anti-
PA-Ak auf der beschichteten ELISA-Platte bei steigender Konzentration von PA
bzw. DNI fast vollstandig inhibiert. Der nahezu deckungsgleiche Kurvenverlauf von
PA und DNI indiziert eine hohe Kreuzreaktivitat der durch PA und DNI induzierten
Ak. Das bedeutet, dass Ak die durch PA-Impfung induziert werden, gut an DNI

binden und vice versa.
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gemessen. PA und DNI verhindern mit derselben Hemmkonzentration die Bindung
von Anti-PA-Antikérper an die ELISA-Platte. Eine vorherige Inkubation des
Mausserums mit ca. 7,2 ng DNI bzw. 5,7 ng PA in je 75 pl flhrt zu einer 50%igen
Inhibition der Anti-PA-Antikérperbindung an die ELISA-Platte. Hingegen verhindert
eine Pra-Inkubation mit BSA mit Konzentrationen bis 1000 ug/ml nicht die Anti-PA-

Antikérperbindung an die PA beschichtete Mikrotiterplatte (Abbildung 6).

4.4 Antikorper gegen PA durch Impfung von PA- und DNI-PGA

Die Bestimmung der Antikdrperkonzentrationen gegen PA durch Impfung mit den
Konjugaten aus dem Kapselbestandteil PGA und PA bzw. DNI erfolgte analog zur
Impfung mit den unkonjugierten Proteinen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7
dargestellt.

Die Anti-PA-lgG-Konzentrationen lagen nach der ersten Immunisierung mit PA-PGA
zwischen 0,006 pg/ml und 0,021 ug/ml mit einem Mittelwert von 0,012 pg/ml +
0,002 pug/ml, nach der zweiten Immunisierung zwischen 15,4 ug/ml und 35,6 pug/mi
mit einem Mittelwert von 27,4 ug/ml + 2,4 pg/ml und nach der dritten Immunisierung
zwischen 142,3 yg/ml und 216,7 ug/ml mit einem Mittelwert von 172,6 pg/ml +
8,4 ug/ml. In den mit DNI-PGA geimpften Mausen lagen die Anti-PA-IgG-
Konzentrationen nach der ersten Immunisierung zwischen 0,007 ug/ml und
0,304 ug/ml mit einem Mittelwert von 0,094 ug/ml £ 0,038 ug/ml, nach der zweiten
Immunisierung zwischen 15,5 yg/ml und 38,3 pg/ml mit einem Mittelwert von
33,9 ug/ml = 2,8 uyg/ml und nach der dritten Immunisierung zwischen 246,5 pug/mi
und 530,2 pg/ml mit einem Mittelwert von 385,3 ug/ml £ 40,1 pg/mi.

Die statistische Analyse mittels 2-Way-ANOVA ergibt hier sowohl ein hoch

signifikantes Ergebnis flr die Faktoren Behandlung (PA-PGA vs. DNI-PGA)
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Abbildung 7: Serum-Konzentrationsverlauf von Anti-PA-IgG nach drei

Impfungen mit PA-PGA oder DNI-PGA. Die Darstellung der Daten erfolgt analog

zu Abbildung 5 als spezifische Antikdrperkonzentration (ug/ml) (A) und Box-

Whisker-Darstellung (B). Mittelwerte (+ Standard Fehler) sind nach der 1. Impfung
0,012+0,002 vs. 0,094+0,038 (*p=0.015), nach der 2. Impfung 27,4124 vs.

33,9+2,8 (*p=0.028) und nach der 3.

Impfung 172,6+8,4 vs. 385,3+40,1

(***p=0.0003); Sterne kennzeichnen einen signifikanten Unterschied mit den

Signifikanzniveaus: *p<0,05, ***p<0,001.
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(p<0.001) als auch fur den zeitlichen Verlauf (p<0,001) und die Interaktion (<0,001).
In der post-hoc Analyse ergibt der Mann-Whitney-Test ein signifikant hdheren Anti-
PA-IgG-Titer in der DNI-PGA-Gruppe gegenuber der PA-PGA-Gruppe mit den p-
Werten von 0,0148 nach der ersten, 0,0281 nach der zweiten und 0,0003 nach der

dritten Impfung.

4.5 Antikorper gegen PGA durch Impfung mit den PGA-Konjugaten

Um die Antikdrperkonzentrationen gegen PGA und damit gegen die B. anthracis
Kapsel zu messen, wurde ein quantitativer Anti-PGA ELISA entwickelt. Anders als
PA, welches als Protein gut an die Plastikoberflache der Microtiterplatte haften bleibt,
kann PGA nicht ohne weiteres zur Beschichtung der ELISA-Platte verwendet
werden. Daher wurde PGA zunachst kovalent an BSA gebunden. Diese Verbindung
wurde analog zu der PGA-PA bzw. PGA-DNI Konjugation hergestellt. Mittels der
BSA-PGA beschichteten ELISA-Platten konnten dann spezifisch die Anit-PGA-IgG
Konzentrationen der mit den Konjugaten geimpften Mause gemessen werden.
Mause, die mit unkonjugierter PGA oder nativem PA bzw. DNI geimpft wurden,
produzierten  auch nach  der  dritten Impfung keine  messbaren
Antikdrperkonzentrationen gegen PGA (PGA: —0,003 pg/ml + 0,005 ug/ml; PA: —
0,482 pg/ml £ 0,022 pg/ml; DNI: —0,480 pg/ml + 0,022 pug/ml). Hingegen induzierten
die beiden konjugierten Impfstoffe PA-PGA und DNI-PGA hohe Konzentrationen
spezifischer Anti-PGA-Antikdrper (Abbildung 8).

Nach der ersten Immunisierung mit PA-PGA lagen die Anti-PGA-IgG-
Konzentrationen zwischen 0,001 uyg/ml und 0,101 ug/ml mit einem Mittelwert von
0,035 pg/ml + 0,014 pg/ml, nach der zweiten Immunisierung zwischen 3,1 pg/ml und
16,0 pg/ml mit einem Mittelwert von 7,8 ug/ml = 1,5 pg/ml und nach der dritten

Immunisierung zwischen 16,0 uyg/ml und 95,3 uyg/ml mit einem Mittelwert von
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Abbildung 8: Serum-Konzentrationsverlauf von Anti-PGA-IgG nach drei
Impfungen mit PA-PGA oder DNI-PGA. Die Darstellung der Daten erfolgt analog
zu Abbildung 5 als spezifische Antikdrperkonzentrationen (ug/ml) (A) und Box-
Whisker-Darstellung (B). Mittelwerte (+ Standard Fehler) sind nach der 1. Impfung
0,035+0,014 vs. 0,25210,086 (*p=0.024), nach der 2. Impfung 7,8+1,5 vs. 30,313,2
(***p=0.0002) und nach der 3. Impfung 44,2+10,0 vs. 210,1+42,2 (**p=0.0012);
Sterne kennzeichnen einen signifikanten Unterschied mit den Signifikanzniveaus:
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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44,2 pg/ml £ 10,0 ug/ml. Nach der ersten Immunisierung mit DNI-PGA lagen die Anti-
PA-1gG-Konzentrationen zwischen 0,009 ug/ml und 0,733 pg/ml mit einem Mittelwert
von 0,252 uyg/ml = 0,086 pg/ml, nach der zweiten Immunisierung zwischen
17,5 pg/ml und 43,2 ug/ml mit einem Mittelwert von 30,3 pg/ml £ 3,2 pg/ml und nach
der dritten Immunisierung zwischen 62,5 ug/ml und 404,7 ug/ml mit einem Mittelwert
von 210,1 ug/ml £ 42,2 ug/mil.

In der 2-Way-ANOVA ergibt sich flr den Vergleich von Anti-PGA-Ak-Konzentrationen
nach PA-PGA- bzw. DNI-PGA-Immunisierung ein hoch signifikantes Ergebnis flr die
Faktoren Behandlung (p<0.001) als auch fiir den zeitlichen Verlauf (p<0,001) und die
Interaktion (<0,001). In der post-hoc Analyse ergibt der Mann-Whitney-Test einen
signifikant héheren Anti-PA-IgG-Titer in der DNI-PGA-Gruppe gegenuber der PA-
PGA-Gruppe mit den p-Werten von 0,0238 nach der ersten, 0,0002 nach der zweiten

und 0,0012 nach der dritten Impfung.

4.6 Anti-PA-Ak-Konzentration nach Impfung mit konjugierten vs.
unkonjugierten Impfstoff

Abbildung 9 stellt den direkten Vergleich von Antikdrperkonzentrationen gegen PA
nach Impfung mit PA bzw. DNI sowie nach Impfung mit den Konjugat-Impfstoffen
PA-PGA und DNI-PGA dar. Hier zeigt sich nach Impfung mit beiden Konjugaten eine
signifikant hohere Anti-PA-IgG-Konzentration als nach Impfung mit dem jeweils

unkonjugierten Protein.
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Abbildung 9: Serum-Konzentration von Anti-PA-IgG nach der 3. Impfung mit PA,
DNI oder deren PGA-Konjugaten. Jeder Balken reprasentiert den Mittelwert von 8
Mausen/Gruppe (+ Standard Fehler). PA-PGA resultiert in signifikant hdheren Anti-
PA-Ak-Konzentrationen als PA alleine. Ebenfalls resultiert das DNI-PGA Konjugat
in signifikant hoheren Ak-Konzentrationen als DNI alleine. Damit zeigen die
Konjugate mit PGA eine verbesserte Immunantwort gegeniber den
unkonjugierten Proteinen. Das Rautensymbol symbolisiert die Signifikanzniveaus:
#5<0,05 und #p<0,01.

Die Antikérperkonzentrationen gegen PA bzw. PGA aller Impfgruppen nach der
ersten, zweiten und dritten Immunisierung sind nochmals zur Ubersicht in Tabelle 1

dargestellt.
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Tabelle 1: Antikorper-Konzentrationen nach der 1., 2. und 3. Impfung

Anti-PA-IgG (ug/ml)

Impfstoff DNI PA DNI-PGA PA-PGA
1. Impfung 0,028+0,15* 0,018+0,04 0,094+0,038* 0,012+0,002
2. Impfung 23,6+3,0* 14,6+£2,9 33,9+2,8* 27,424
3. Impfung 271,5+27,2*** 64,2+4,6 385,3+40,1*" 172,6£8,4"

Anti-PGA-IgG (ug/ml)

Impfstoff DNI-PGA PA-PGA
1. Impfung 0,252+0,086* 0,035+0,014
2. Impfung 30,33,2*** 7815
3. Impfung 210,1£42,2** 4424100

*Signifikant hohere Ak-Konzentrationen als PA bzw. PA-PGA in den mit DNI bzw. DNI-PGA
eimpften Mausen. Die Sterne zeigen die Signifikanzniveaus an: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Signifikant héhere Ak-Konzentrationen der Koryugate im Vgl. zu den nativen Proteinen. Das
Rautensymbol zeigt die Signifikanzniveaus an. *p<0,05; #p<0,01.

4.7 Protektion gegen LeTx

Um zu testen, ob die durch DNI induzierten Anti-PA-IgG Antikorper auch tatsachlich
gegen eine Exposition mit LeTx schitzen, wie sie wahrend einer Infektion mit B.
anthracis zu erwarten ist, injizierten wir verschiedenen Gruppen von Mausen eine
hohe Dosis von LeTx. Jeder Maus wurden eine Mischung von 48 ug PA und 20 pg
LF in die Schwanzvene injiziert. Dies entspricht in etwa der vierfachen 50% letalen
Dosis (LD50%) von LeTx fur Mause. Samtliche Mause, die entweder mit DNI, PA
oder deren PGA-Konjugaten geimpft wurden, Uberlebten den
Toxinexpositionsversuch, was auf ausreichende Konzentrationen an Anti-PA-IgG
schlielen lasst. Ausnahmslos alle Mause der Negativkontrolle, d. h. Mause, die mit
PGA oder PBS mit Adjuvanz geimpft wurden und auch keine nachweisbaren
Konzentrationen an Anti-PA-IgG aufwiesen, starben nach der Exposition mit LeTx
(Tabelle 2). Mause, die keine schitzenden Antikdrper besal3en, zeigten eine geringe

Hyperaktivitat im Anschluss an die Injektion, der bald ein Auftreiben des Rumpfes
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folgte. Ab diesem Zeitpunkt machten die Mause einen schwer kranken und
lethargischen Eindruck und verstarben innerhalb weniger Stunden bis maximal 36 h.
Demgegenuber zeichneten sich Mause mit schutzenden Antikorper durch eine
wenige Stunden andauernde Phase reduzierter Aktivitat im Anschluss an die
Injektion aus. Im Verlauf erholten sich alle Mause dieser Gruppen relativ rasch und
zeigten im Beobachtungszeitraum von zwei Wochen keine Zeichen von Krankheit

oder reduziertem Zustand.

Tabelle 2: Schutz der geimpften Tiere vor Exposition mit LeTx*

Verabreichte Impfung DNI DNI-PGA PA PA-PGA Kontrolle

N Uberlebt / N Exponiert 8/8 8/8 8/8 8/8 0/10

*Jeder exponierten Maus wurden 55 ug PA und 20 ug LF in die Schwanzvene injiziert
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5 Diskussion

Die Verwendung von B. anthracis als Kampfstoff und die Gefahr des Bioterrorismus
haben vor allem in den USA grol3es Interesse an der Entwicklung eines sicheren und
wirksamen Impfstoffs gegen Milzbrand beim Menschen hervorgerufen. Diese
Entwicklung hat insbesondere nach den Terroranschlagen vom 11. September 2001
und den folgenden durch einen US-Forscher verubten Briefanschlagen mit
Milzbrandsporen in Teilen der USA an Brisanz gewonnen (Franz, 2009; Greenberg,
2001; Nabel, 2009). Das Auftreten mehrerer Milzbrandfalle bei i.v.-
Drogenabhangigen in Deutschland und im Vereinigten Konigreich (UK) in den letzten
Jahren sowie die vom Robert-Koch-Institut herausgegebenen Warnungen im
Epidemiologischen Bulletin (RKI, 2010b) und dem Deutschen Arzteblatt (Bernard et
al., 2010) unterstreicht die Notwendigkeit, weiterhin bezuglich des Krankheitsbildes
der Milzbrandinfektion wachsam zu sein. Darlber hinaus ist eventuell auch
Deutschland, als potenzielles Ziel des internationalen Terrorismus durch Biowaffen
wie z. B. Milzbrandsporen, gefahrdet (Communities, 2003; Heesemann, 2007). Der
derzeit in den USA lizenzierte Impfstoff AVA qilt als sicher und wirksam, wobei
systematische Analysen zum Schutz grolerer Populationen fehlen (Institute of
Medicine (U.S.). Committee to Assess the Safety and Efficacy of the Anthrax
Vaccine., 2002; Practices, 2000).

Vor allem aber die relativ schlechte Vertraglichkeit, die haufigen Boosterimpfungen
sowie die herstellungsbedingten Schwankungen der Qualitat limitieren die
Verwendung des vorhandenen Impfstoffs (Leppla et al., 2002). Daher sind derzeit
neue Impfstrategien gegen Milzbrand in der Entwicklung, um einen sicheren Schutz
bei besserer Vertraglichkeit und einfacherer Anwendung zu erreichen (Cybulski et

al., 2009; Wang and Roehrl, 2005).
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PA ist der zentrale Bestandteil des Anthrax-Toxins mit den Komponenten LeTx und
EdTx (Collier and Young, 2003). Es ist auch der Kernbestandteil des aktuell in den
USA verwendeten Impfstoffs AVA (Practices, 2000). AVA und den attenuierten
Lebendimpfstoffen, die Louis Pasteur zuerst beschrieb (Pasteur et al., 1881b) und
die spater von Max Sterne zu dem heute noch im Veterinarbereich verwendeten
Impfstoff weiterentwickelt wurden (Sterne, 1946), ist gemeinsam, dass sie eine
Immunantwort gegen PA erzeugen und somit im Falle einer Infektion mit B. anthracis
die Toxinwirkung neutralisiert werden kann. Auch der von uns beschriebene
Impfstoff, basierend auf DNI — eine dominant negative PA-Mutante mit zwei
ausgetauschten Aminosauren — basiert auf dem Grundsatz, ahnlich wie AVA
Antitoxin-Ak zu induzieren.

Damit DNI als sicherere Alternative zu PA in der Impfstoffherstellung dienen kann,
muss die Antigenitat, d. h. z. B. die Bildung von ausreichend spezifischen und
schitzenden Antikérpern und ein Boostereffekt mit der Ausbildung eines
Immungedachtnisses, von DNI trotz der Mutationen in der Peptidsequenz
mindestens gleichwertig mit PA sein. Wir konnten zeigen, dass DNI ausreichend
Antikérper gegen PA induziert (Abbildung5) und erfolgreich gegen eine
normalerweise letale Injektion mit LeTx schutzt (Tabelle 2). Darliber hinaus konnte
gezeigt werden, dass die mit DNI geimpften Mause einen Anti-PA-Ak produzieren,

der mit hoher Spezifitdt und Sensitivitat an PA bindet (Abbildung 6).

5.1 DNI ist ein starkeres Antigen als PA

Die starke Immunantwort nach Impfung mit DNI bei gleichzeitiger Beibehaltung der
Spezifitat der Antikorper fur PA machen DNI als Antigen zur Impfstoffentwicklung als
wirksame und sichere Alternative interessant. Darlber hinaus zeigte die Impfung mit

DNI, verglichen mit PA, einen deutlich besseren Boostereffekt (Abbildung 5).
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Wahrend die Anti-PA-IgG Konzentration zwischen der zweiten und dritten Impfung
mit PA nur um das 4,4-fache anstieg, konnte mit DNI ein 11,5-facher Anstieg der
Antikdrperkonzentration flr dasselbe Intervall gezeigt werden. Dies ist vor allem von
Bedeutung, wenn man bedenkt, dass der derzeitig in den USA und Grol3britannien
lizenzierte Impfstoff AVA sechs Immunisierungen in den ersten 18 Monaten und
anschlielend jahrliche Boosterimpfungen bendtigt (Friesecke et al., 2007; Institute of
Medicine (U.S.). Committee to Assess the Safety and Efficacy of the Anthrax
Vaccine., 2002; Practices, 2000). Sollte dieser starke Boostereffekt von DNI auch bei
der Immunisierung von Menschen bestehen, waren flr einen ausreichenden
Impfschutz unter Umstanden weniger Injektionen noétig als bei dem PA basiertem
AVA Impfstoff. Dies ware ganz klar ein enormer Vorteil gegenlber AVA, denn
weniger Injektionen fihren zu einer hoheren Compliance, weniger Nebenwirkungen
und geringeren Kosten und Personalaufwand bei der Immunisierung (Chen and
Orenstein, 1996).

Dass die Impfung mit DNI (sowohl als natives Protein, als auch als konjugierter
Impfstoff mit PGA) signifikant hohere Antikbperkonzentrationen induziert hat, wirft
natirlich die interessante Frage auf, auf welchem Mechanismus die verbesserte
Immunantwort beruht. Wir mochten dazu zwei mogliche Mechanismen diskutieren.
Zum einen konnten die Veranderungen in der Aminosauresequenz eine
Verbesserung bei der Prasentation durch Antigen prasentierende Zellen (APC)
bewirken. Zum anderen kdnnte eine funktionelle Veranderung des DNI, namlich die
Blockierung einer Porenbildung in die Membran des Endosoms, zu einer

effizienteren Antigenprozessierung fuhren.
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5.1.1 Verandertes Peptidepitop?

PA besteht aus 735 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 83 kDa (Collier
and Young, 2003). DNI ist eine PA Mutante mit zweifachem Aminosaurenaustausch:
Lys®*">Asp®®’, Asp*®->Lys*? (Abbildung 10) (Sellman et al., 2001a; Sellman et al.,
2001b). Eine mdgliche Erklarung fur die verbesserte Immunigenitat ist, dass die
beiden Mutationen im DNI Molekul eine Veranderung der Peptidepitope, die an den

Major Histocompatibility Complex Klasse Il (MHC IlI) und T-Zell Rezeptoren binden,

Abbildung 10: Darstellung des PA-Molekiils mit seinen 4 Domanen. Doméane
2 ist in rot abgebildet. Hervorgehoben sind die beiden Aminosauren K397 und
D425 im Bereich der B-barrel, durch deren Mutation die Porenbildung verhindert
wird. Aus Sellman et al., JBC 2001.
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bewirkt. Wenn man davon ausgeht, dass MHC Il und T-Zell Rezeptoren vorwiegend
Peptide mit einer Lange von zwdlf Aminosauren binden, wirden die beiden
Mutationen im PA Molekul theoretisch 24 unterschiedliche Epitope zwischen PA und
DNI ergeben (Tabelle 3), welche sich in ihrer Aminosauresequenz unterscheiden.
Die Mutationen K397D und D425K vertauschen die Ladungen der Aminosaurereste
an den Position 397 bzw. 425. Diese Veranderung der Ladung oder die spezifische
Aminosauresequenz konnte es den DNI-Fragmenten besser als den
korrespondierenden PA-Fragmenten erlauben, in die Peptidbindungsstellen der
MCH II-Molekile zu passen. Solche DNI-Fragmente kdnnten in der Folge effektiver

von den APC prasentiert werden und somit eine bessere Immunantwort bedingen.

Tabelle 3: Ladung der Peptidfragmente von DNI im Vergleich zu PA

DNI Peptid mit DNI PA DNI Peptid mit DNI PA
D397 Ladung Ladung K425 Ladung Ladung
GKNQTLATIKAD ++- +++ KNLAPIALNAQK ++ +-
KNQTLATIKADE ++—= +++- NLAPIALNAQKD +- -
NQTLATIKADEN +== ++= LAPIALNAQKDF += -
QTLATIKADENQ +-= ++- APIALNAQKDFS +- -
TLATIKADENQL +—= ++- PIALNAQKDFSS +- -
LATIKADENQLS +—- +-+ IALNAQKDFSST +- -
ATIKADENQLSQ +— +-+ ALNAQKDFSSTP +- -
TIKADENQLSAQI +—= +-+ LNAQKDFSSTPI +- -
IKADENQLSQIL +-= +-+ NAQKDFSSTPIT +- -
KADENQLSQILA +—= +-+ AQKDFSSTPITM +- -
ADENQLSQILAP - -+ QKDFSSTPITMN +- -—
DENQLSQILAPN - -+ KDFSSTPITMNY += -

DNI Sequenz: ***GKNQTLATIKADENQLSQILAPNNYYPSKNLAPIALNAQKDFSSTPITMNY*%
PA Sequenz: ***GKNQTLATIKAKENQLSQILAPNNYYPSKNLAPIALNAQDDFSSTPITMNY**

5.1.2 “Endosomaler Einschluss” und effektivere Antigenprozessierung

von DNI?

Eine zweite mogliche Erklarung fur die verbesserte Immunantwort auf DNI ist, dass

DNI einer effektiveren Prozessierung durch die antigenprasentierenden Immunzellen
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verglichen mit PA unterliegt. Das PA Molekul unterzieht sich mehrerer
Prozessierungen wahrend des Intoxikationsprozesses wie im Abschnitt 1.4.3 und
Abbildung 1 detailliert beschrieben und dargestellt ist (Young and Collier, 2007). Die
vertauschten Aminosauren K397D und D425K sind in Domane 2, also der
porenbildenden Domane, lokalisiert (Mourez et al., 2003). Dort verhindern diese
Mutationen die Konformationsanderung hin zur B-Barrel und damit die Ausbildung
einer Pore in die Endosomenmembran (Sellman et al., 2001b). Im Folgenden wird
dann die Translokation von LF und EF in das Zytosol und damit die toxische Wirkung
auf die Wirtszelle verhindert (Sellman et al., 2001a; Sellman et al., 2001b). In den
Endosomen der APC werden fremde Proteine prozessiert und die Antigenfragmente
auf MHC Il geladen und zur Prasentation an die Zelloberflache transportiert. Es ist
moglich, dass die durch PA induzierte Pore in der Endosomenmembran zu einem
Funktionsverlust des Endosoms fihrt und somit zu einer Beeintrachtigung des
endosomalen Transports und der Antigenprasentation fuhrt. Ebenfalls kénnte die
Veranderung des intraendosomalen pH-Wertes, die durch die Porenbildung von PA
bedingt ist, die endosomale Funktion behindern. Daruber hinaus kdonnte das PA Uber
die Porenbildung das Endosom verlassen bzw. ins Zytosol translozieren und sich
somit der Antigenprozessierung und Prasentation entziehen. Da bei DNI Molekulen
die Konformationsanderung hin zur Pore unterbunden ist (Nassi et al., 2002), kdnnte
hier ein entscheidender Unterschied zu PA liegen, da DNI im Endosom
eingeschlossen (engl. trapped) bleiben wirde und somit der normalen endosomalen
Prozessierung ausgesetzt ware (Abbildung 11). Ware ein solcher ,endosomaler
Einschluss” Mechanismus fur die starkere Immunantwort des DNI verantwortlich,
konnten auch in andere Toxine strategische Mutationen eingefligt werden, um deren

Immunogenitat zu verbessern.
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Abbildung 11: Endosomaler Einschluss (engl. Trapping) Hypothese
(Aulinger et al., 2005). PA ist in der Lage, zusammen mit anderen PA-Molekilen
ein Heptamer zu bilden und nach Internalisation in einem Endosom, eine
Membranpore zu induzieren (Schritt 5). Bei einer Verabreichung von DNI laufen
die Schritte 1-4 identisch ab. Im Gegensatz zu PA ist allerdings die Porenbildung
in Schritt 5 durch die Mutationen der Aminosauren nicht moglich. Der dauerhafte
Verbleib von DNI im Endosom, mit einer anschlieRend besseren

Antigenprozessierung, konnte ein potenzieller Mechanismus fur die deutlich

starkere humorale Immunantwort auf die Impfstoffe mit DNI sein.

Es sollte dabei angemerkt werden, dass beide Erklarungsversuche (Epitop-
Hypothese, endosomaler Einschluss) lediglich spekulativ sind und weiterer
experimenteller Untersuchungen bedirfen. Dennoch bestatigte eine weitere Studie
mit DNI und anderen Funktionsverlust-Mutanten von PA eine erhohte Immunantwort
von DNI vs. PA in Mausen. Zudem zeigte sich ein besseres Immungedachtnis nach
12 Monaten und ein héherer protektiver Titer gegen eine LeTx-Exposition (Yan et al.,
2008). Eine weitere Studie bestatigte das Potenzial von verschiedenen dominant-
negativen Inhibitoren des PA als Grundlage fir einen Milzbrandimpfstoff (Cao et al.,
20009).

Diese Ergebnisse zeigen, dass DNI sehr gut geeignet ist, Anti-PA-IgG Antikorper zu

bilden. Dabei scheint DNI sogar noch ein potenteres Antigen als PA zu sein.
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5.2 DNI ist ein guter Trager fiir Konjugat-Impfstoffe

PA-basierte Impfstoffe wie AVA oder auch rekombinantes PA induzieren Antikorper,
die fast ausschlieBlich gegen PA und damit gegen das Milzbrandtoxin gerichtet sind.
Solche Antikdrper binden in vivo an die freigesetzten Toxine, nicht aber an B.
anthracis oder dessen Sporen. Dabei besitzt B. anthracis neben dem Toxin noch
eine Kapsel, die als unabhangiger Pathogenitatsfaktor bei einer Milzbrandinfektion
eine wichtige Rolle spielt (Little and Ivins, 1999). Diese Kapsel aus y-PGA schitzt
das Bakterium vor Phagozytose (Ezzell and Welkos, 1999) und verhindert so eine
schnelle Elimination des Erregers, der somit ungehindert wachsen und sein letales
Toxin freisetzen kann (Hanna, 1998). Die Kapsel und isolierte y-PGA sind aulderst
schwach immunogen und induzieren alleine keine ausreichenden und schutzenden
Antikdrper (Roelants and Goodman, 1970). Mehrere Arbeiten beschreiben die
Mdglichkeit, y-PGA an immunogene Proteine zu konjugieren, um somit die
Immunogenitat des Glutaminsaurepolymers zu verbessern (Chabot et al.,, 2004;
Joyce et al., 2006; Rhie et al., 2003; Schneerson et al., 2003; Wang et al., 2004).
Dieses Prinzip hat bereits breite Anwendung bei Impfstoffen gegen Erreger mit
Polysaccharid-Kapseln wie z. B. Haemophilus influenzae b und Meningokokken
gefunden. Die ansonsten schwach immunogenen Kapselbestanteile 16sen nach
Konjugation an ein Protein eine T-Zell-abhangige Immunreaktion aus, die hdhere
Antikdrpertiter und ein Immungedachtnis induziert (Ada and Isaacs, 2003).

Wir haben in unserer Arbeitsgruppe bereits ein so genanntes ,dually active anthrax
vaccine® (DAAV) entwickelt, in dem PGA Uber eine chemische Reaktion mit EDC an
PA gebunden wurde. In dieser Arbeit hat sich nicht nur gezeigt, dass DAAV hohe
Konzentrationen opsonisierender Antikorper gegen PGA und die Kapsel von B.
licheniformis induzierte, sondern auch, dass es bezuglich der Immunogenitat einen

synergistischen Effekt zwischen PGA und PA gab (Rhie et al., 2003). Um die erhdhte
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Immunogenitat von DNI gegentber PA auszunutzen, testeten wir, ob PGA konjugiert
an DNI zumindest vergleichbare Antikorperkonzentrationen induzieren kann wie
DAAV und somit DNI auch fur einem konjugierten Impfstoff mit PGA eingesetzt
werden kann.

Wir synthetisierten zwei konjugierte Impfstoffe (PGA-DNI und PGA-PA), indem wir
analog zur Herstellung von DAAV eine Peptidbindung zwischen PGA und
Lysinresten der Proteine PA und DNI herstellten (Rhie et al., 2003). Die verwendete
PGA hatte eine Grof3e von ~10 kDa und wurde in einem Gewichtsverhaltnis von 1:2
PGA zu Protein in die Reaktion eingebracht. Mit diesen beiden Konjugaten impften
wir zwei Gruppen mit jeweils acht Mausen parallel zu den anderen Gruppen. Dosis,
Injektionsweg, Impfplan und Adjuvanz waren die gleichen wie bei den Gruppen PA
und DNI. Die Serumproben wurden aus der Schwanzvene gewonnen und
Antikdrperkonzentrationen gegen PA und PGA mittels quantitativem ELISA
gemessen.

Die beiden konjugierten Impfstoffe PGA-PA und PGA-DNI induzierten hohe IgG-
Antikérperkonzentrationen sowohl gegen PA als auch gegen PGA. Auch hier
bestatigte sich die Uberlegenheit von DNI gegenliber PA in Bezug auf die Induktion
von IgG-Ak. Die Gruppe der mit DNI-PGA geimpften Mause zeigte nicht nur
signifikant hohere Anti-PA und Anti-PGA Antikorperkonzentrationen als die mit PA-
PGA geimpften Mause, sondern auch wiederum einen besseren Boostereffekt
zwischen der zweiten und dritten Immunisierung (11,4- vs. 6,3-facher Anstieg der
Anti-PA-Ak und 10,2- vs. 5,7-facher Anstieg der Anti-PGA-Ak) (Abbildungen 7 und 8).
Ebenfalls konnten wir analog zur Studie von Rhie et al. zeigen, dass der konjugierte
Impfstoff aus PA bzw. DNI und PGA nicht nur zu einer messbaren Konzentration von

Anti-PGA-Ak, die zumindest in vitro an B. licheniformis gebunden haben und eine
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Zelltoxizitat bewirkt haben (Rhie et al., 2003), sondern auch zu einer signifikanten
Erhéhung der Anti-PA Antikérperkonzentrationen flhrte (Abbildung 9).

Unsere Ergebnisse lassen daher darauf schliel3en, dass DNI gut zur Verwendung
eines konjugierten Impfstoffes geeignet ist. DNI ist erstens eine sicherere Alternative
zu Impfstoffen, die auf PA basieren und zweitens ein potenter Trager fir PGA, der

dessen Immunogenitat verstarkt.

5.3 Einsatz von DNI zur Postexpositionsprophylaxe

Im Gegensatz zu PA ist DNI kein naturlicher Bestandteil des Anthrax-Toxins und
birgt daher auch nicht die Gefahr, im Falle einer Infektion mit B. anthracis, die
Pathogenitat der Erreger zu verstarken (Dixon et al., 1999). Dies ist insbesondere
dann von Bedeutung, wenn man sich eine bioterroristische Attacke vorstellt, in der
eine groRe Menge ungeschutzter Zivilisten exponiert wurde. Einerseits mochte man
hier vielleicht gefahrdete Personen impfen (Brookmeyer et al., 2004), andererseits ist
eine Impfung mit AVA eventuell nicht ausreichend sicher, falls eine bestehende
Infektion nicht ausgeschlossen werden kann. Ferner wird die Impfung mit AVA vor
allem bei Kindern nicht empfohlen (Ramasamy et al.,, 2010). Das amerikanische
Center of Disease Control and Prevention (CDC) empfiehlt derzeit ein Regime mit
2x500 mg Ciprofloxacin p.o. fur insgesamt 60 Tage und eine dreimalige Impfung mit
AVA in 2-wdchentlichen Intervallen (Stern et al., 2008). Allerdings besteht in den
USA aktuell fur dieses Regime keine Zulassung durch die amerikanische
Zulassungsbehorde (Food and Drug Administration, FDA) (Schneemann and
Manchester, 2009). Da in Deutschland kein Impfstoff gegen Milzbrand zugelassen
ist, besteht die Empfehlung der alleinigen Postexpositionsprophylaxe mit
Ciprofloxacin (RKI, 2003). Eine interessante Analyse der Schutzwirkung durch die

Antibiotikaprophylaxe wurde von Brookmeyer und Blades 2002 in Science
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veroffentlicht. Unter den vermutlich 5 000-10 000 Patienten, die 2001 in den USA
durch Milzbrandsporen-haltige Briefe exponiert wurden, habe die Antibiotika-
prophylaxe wahrscheinlich eine Verdoppelung der fatalen Krankheitsverlaufe
verhindert (Brookmeyer and Blades, 2002). Auf der anderen Seite zeigte sich eine
relativ schlechte Einnahmecompliance bei der Antibiotikatherapie von lediglich 44%
der befragten Personen (Shepard et al., 2002; Wiliams et al., 2002). Weitere
Nachteile der alleinigen Antibiotikaprophylaxe sind potenzielle Kontraindikationen flr
eine bestimmte Antibiotikatherapie (z. B. Kinder und Schwangere) sowie die
Mdglichkeit von Antibiotikaresistenzen, die ggf. auch absichtlich fir eine
bioterroristische Attacke induziert werden kénnten (Schneemann and Manchester,
2009). Aulierdem konnte gezeigt werden, dass in manchen Fallen die
Inkubationszeit flr eine Milzbrandinfektion bis zu 43 Tage betragen kann (Meselson
et al., 1994). Bei Primaten ist eine Persistenz der Sporen mit einer Inkubationszeit
bis zu 90 Tagen moglich (Gleiser et al., 1963; Henderson et al., 1956). Dies
bedeutet, dass die Inkubationszeit langer andauert als die empfohlene
Antibiotikagabe. Daher wirde DNI als moglicher Impfstoff, bei gleichzeitiger
Antibiotikaprophylaxe, ein verzdgertes Auftreten einer Milzbrandinfektion sicherer
verhindern als die alleinige Chemoprophylaxe.

DNI hat neben dem hier gezeigten Potenzial zur Induktion von Anti-PA-Ak auch die
Eigenschaft eines dominant negativen Inhibitors von PA des Anthrax-Toxins.
Sellman entdeckte 2001, dass verschiedene Mutationen in der Domane 2 des PA die
Einschleusung von LF und EF in die Zelle verhindern (Sellman et al., 2001b). Einige
dieser Mutanten bilden mit wtPA Heptamere und binden EF und/ oder LF. Dabei
verhindert DNI den Transport der Toxine in das Zytosol und damit auch die toxische
Wirkung (Mourez et al., 2003; Sellman et al., 2001a; Singh et al.,, 2001). Der flr

unseren Impfstoff verwendete DNI ist eine Doppelmutante mit zwei Punktmutationen
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in der Domane 2 und hat in vivo einen schutzenden Effekt gegenlber einer letalen
Intoxikation mit LeTx (Sellman et al., 2001a). Damit ist DNI nicht nur ein geeigneter
Impfstoff, der Antikdrper gegen PA induziert, sondern gleichzeitig auch ein Antitoxin,
das als Wirkstoff bei einer systemischen Milzbrandinfektion eingesetzt werden kann.
Dies ist insbesondere vor dem Hintergrund interessant, da im Falle einer
Milzbrandinfektion, nur eine frihzeitige antibiotische Therapie wahrend des
Prodromalstadiums einen zumeist letalen Verlauf der Infektion verhindern kann
(Dixon et al., 1999; Jernigan et al., 2001). Nach Ausbruch der Intoxikation des
Wirtsorganismus ist eine antibiotische Therapie, auch zusammen mit einer optimalen
supportiven Therapie, nur selten erfolgreich. Hier kdnnte die Antitoxinwirkung von
DNI einen innovativen und wichtigen therapeutischen Ansatz darstellen.

Alternative Antitoxin-Therapien, v. a. mit monoklonalen Antikorpern gegen PA, sind
derzeit in Entwicklung (Migone et al., 2009). Einige Therapien haben bereits Phase 1
klinischer Zulassungsstudien durchlaufen (Ramasamy et al., 2010; Schneemann and
Manchester, 2009). Obwohl manche dieser Studien im Tiermodell eine Wirksamkeit
in der Behandlung des Lungenmilzbrands zeigten, kann hier nicht von einer
prophylaktischen Wirkung mit der Ausbildung von Anti-PA-Ak ausgegangen werden,

wie sie in dieser Studie flir DNI gezeigt wurde.

5.4 Limitationen der Studie

Die Hauptlimitation der Studie ist sicherlich, dass eine Infektion bzw. eine Exposition
mit pathogenen Milzbrandstdmmen nicht maoglich ist. Aufgrund der hohen
Sicherheitsvorkehrungen im Umgang mit pathogenen Milzbranderregern sowie der
Gefahr der Entwendung von potenziell gefahrlichen Stoffen, ist in den USA die
Verwendung von  pathogenen  B. anthracis  Stammen  militarischen

Forschungseinrichtungen  vorbehalten. Dadurch war eine Testung des
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Immunsystems Uber die humorale Abwehr hinaus in unserer Studie nur
unzureichend maoglich. Dabei ist davon auszugehen, dass die zellulare
Immunabwehr eine entscheidende Rolle in der Immunitat gegen B. anthracis spielt
(Sant and Yewdell, 2003; Tournier et al., 2009a). Dennoch gibt es neuere Studien,
die Impfstoffe gegen PA und PGA mit pathogenen Milzbrandsporen untersuchten
(Chabot et al., 2004; Joyce et al., 2006; Lee et al., 2009) und dabei zu ermutigenden
Ergebnissen kamen. V. a. in der von Lee et al. publizierten Studie konnte bei
Kaninchen und Meerschweinchen durch ein ahnliches Konjugat wie in dieser Studie
ein protektiver Effekt gegen voll pathogene Anthraxsporen gezeigt werden. Die
Studie von Chabot et al. in Mausen zeigte ebenfalls eine gute Induktion von Anti-
PGA-Ak, was jedoch nicht mit einem guten Uberleben einer Milzbrandsporen-
Exposition korrelierte. Hingegen konnte der von uns beschriebene Synergismus aus
der Kombination von Kapsel und PA bestatigt werden. Zudem wurde eine besserer
Schutz vor einer letalen Sporenexposition erreicht (Chabot et al., 2004). In der Studie
von Joyce et al. wurde ein sehr guter Schutz durch den konjugierten Impfstoff
erreicht, allerdings unter Verwendung eines anderen Syntheseverfahrens. Obwohl
der von uns durchgeflihrte Expositionsversuch mit LeTx keine direkten Ruckschlisse
auf die Wirksamkeit gegenuber einer letalen Exposition voll pathogenener
Anthraxsporen zulasst, sind die Ergebnisse, in Anbetracht der Publikationen mit
pathogenen Sporen, ermutigend.

Eine weitere Limitation ist die Verwendung des Tiermodells. Mause sind generell das
am besten geeignete Tiermodell fur Immunisierungsstudien und Untersuchungen des
humoralen Immunsystems (Mestas and Hughes, 2004). Allerdings lassen sich
Mause im Gegensatz zu Kaninchen und Primaten schlecht gegen voll pathogene
oder sogar unbekapselte, aber toxinproduzierende Stdmme durch PA basierte

Impfstoffe wie AVA schitzen (Chabot et al., 2004; Welkos et al., 1986). AuRerdem
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sind Mause generell sehr anfallig fur Milzbrand und LeTx (Goossens, 2009). Auf der
anderen Seite sind grundlegende Experimente mit Kaninchen oder gar Primaten,
sowohl ethisch als auch finanziell nicht zu vertreten. Zuklnftige Studien sollten
zeigen, ob auch in anderen Spezies mittels DNI Anti-PA-Ak erfolgreich induziert
werden kénnen und eine Exposition mit Milzbrandsporen Uberlebt wird. Sollte sich
die verstarkte Antikdrperantwort auf DNI auch in anderen Spezies behaupten, wirde
das die Entwicklung von DNI als Impfstoff entscheidend positiv beeinflussen.

Auch die Konjugationsmethode und die Bestimmung der Anti-PGA-Ak flhren zu
Limitationen in der Interpretation der Ergebnisse. In den publizierten Studien zu
konjugierten, PGA-PA basierten Impfstoffen wurden zahlreiche, verschiedene
chemische Methoden der Konjugation verwendet. Die Hauptfrage ist, ob die durch
die kovalente Bindung entstanden Epitope dabei entscheidend die Immunogentiat
der einzelnen Substanzen verandern (Joyce et al., 2006; Kubler-Kielb et al., 2006).
Die durch Konjugation entstandenen Anti-PA-Ak binden jedoch weiterhin mit hoher
Affinitat an natives PA. Die Antikorperkonzentration ist dabei sogar noch erhoéht
(Abbildung 9), was gegen eine negative Auswirkung der Konjugationsmethode auf
die Antikorperbildung gegen PA spricht. Hingegen werden die gebildeten Antikorper
gegen PGA auch mittels eines Konjugats (BSA-PGA) im ELISA gemessen. Hier kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die gemessenen Antikdrper nicht an die native
PGA binden, sondern an ein neues, unnatlrliches Epitop, das durch EDC-
Konjugation entstanden ist (Joyce et al., 2006). Hiergegen spricht jedoch der in vitro
Nachweis von Antikérpern gegen die PGA-Kapsel von B. licheniformis sowie der
positive Opsonophagozytose-Assay bei Rhie et al. (Rhie et al., 2003). Auch die
weiteren Studien mit variablen Konjugationsverfahren haben zumeist in vitro

antikapsulare Effekte nachgewiesen (Schneerson et al., 2003; Wang et al., 2004).
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6 Zusammenfassung

Die Milzbrandinfektion ist eine Zoonose, die durch das grampositive, sporenbildende
Bakterium B. anthracis verursacht wird. Heute spielt sie in Industrienationen wie
Deutschland und den USA v. a. aufgrund einer mdglichen Bedrohung durch den
Bioterrorismus und der biologischen Kriegsfihrung eine wichtige Rolle. Obwohl erste
Imfpstoffe gegen B. anthracis bereits Mitte des 19. Jh. entwickelt wurden und breite
Verwendung in der Tierhaltung gefunden haben, stehen derzeit nur unbefriedigende
Impfstoffe zur Immunisierung des Menschen zur Verfigung. Daher war es Ziel dieser
Studie eine Mutante (DNI) des Milzbrand-Toxin-Bestandteils Protective Antigen (PA)
mit dominant-negativ inhibitorischer Eigenschaft an den Milzbrandrezeptoren
ANTXR-1 und ANTXR-2, als Antigen fur zuklnftige Milzbrandvakzine zu testen.
Hierzu wurden BALB/c Mause mit verschiedenen Impfpraparaten geimpft und
anschlieRend die Antikérperkonzentration gegen PA im Serum bestimmt. Untersucht
wurden neben der Immunisierung mit den nativen Proteinen PA und DNI auch zwei
so genannte konjugierte Impfstoffe. Hierbei wurde PGA, aus dem die Kapsel des B.
anthracis gebildet ist, kovalent an PA bzw. DNI gebunden, und der so hergestellte
Impfstoff verabreicht. Getestet wurden neben der Antikorperkonzentration gegen PA
auch Antikérper gegen die PGA der Kapsel. Ebenfalls wurde das Uberleben einer
Injektion mit todlicher Milzbrandtoxindosis getestet.

Es konnte gezeigt werden, dass DNI ein potentes Antigen ist und ausreichend
schitzende Antikorper gegen PA induziert. Dabei wiesen die mit DNI und DNI-PGA
geimpften Mause signifikant hdhere Anti-PA-lgG-Konzentrationen auf, als die mit PA
bzw. PA-PGA immunisierten Kontrolltiere. Ebenfalls zeigten die beiden Gruppen mit

den konjugierten Impfstoffen ausreichend hohe Antikapsulare-Antikorper gegen
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PGA. Daruber hinaus Uberlebten alle Tiere, die mit PA oder DNI geimpft wurden, die
Toxingabe, wohingegen ungeschutzte Mause ausnahmslos starben.

Neben der protektiven Immunantwort nach DNI-Impfung ist auch die
Antitoxineigenschaft, aufgrund der dominant-negativen inhibitorischen Aktivitat von
DNI, klinisch relevant. V.a bei der Verwendung als Postexpositionsprophylaxe
ermdglichen hier das erhdhte Sicherheitsprofil von DNI gegentber PA sowie die
gleichzeitige Immunisierung mit der Anti-Toxin-Eigenschaft einen interessanten
Ansatz. Daher scheint DNI ein aussichtsreicher Kandidat fur weitere
Imfpstoffentwicklungen gegen B. anthracis zu sein.

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden 2005 publiziert (siehe Seite 92).
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