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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Malaria

Malaria ist eine der wichtigsten parasitaren Erkrankungen in den Tropen und Subtropen,
die 3,3 Milliarden Personen - etwa 50% der Weltbevélkerung - betrifft (1). Im Jahr 2009
erkrankten 225 Millionen Menschen; etwa 781.000 Personen, davon 85% Kinder unter 5
Jahren, erlagen der Krankheit (2). Einhundertundsechs Lander wurden im Jahr 2010 als
endemisch eingestuft, von diesen Landern liegen 43 in Afrika (2) (s. Abb. 1.1).

Abbildung 1.1: Die raumliche Verteilung von P. falciparum Malaria anhand der durchschnitt-
lichen jahrlichen Parasitenrate von P. falciparum in 2-10jahrigen Kindern
(PfPRa_10) fir das Jahr 2007 in Gebieten mit stabiler Malarialibertragung
(3).
Dargestellt als eine kontinuierliche Skala von Gelb nach Rot von 0% bis 100%.
Dunkelgraue Gebiete: Instabiles Risiko einer Malariaiibertragung (Inzidenz fir
das Auftreten einer Parasitamie betragt 0,1/1000 pro Jahr). Hellgraue Gebie-
te: Kein Risiko einer Ubertragung (Inzidenz fiir das Auftreten einer Parasita-
mie betragt 0/1000 pro Jahr)



Die Erkrankung wird durch Plasmodien, einzellige Parasiten der Ordnung Haemo-
sporida, hervorgerufen, die durch weibliche Stechmiicken der Gattung Anopheles als
Vektoren von Mensch zu Mensch iibertragen werden (4).

Es sind finf humanpathogene Plasmodienarten bekannt: Plasmodium (P.) falcipa-
rum, P. vivax, P. ovale, P. malariae und P. knowlesi (5-7). Sie losen unterschiedliche
Krankheitsmanifestationen aus, wobei der Erreger der Malaria tropica (P. falciparum)
die geféhrlichste Variante darstellt (5).

1.1.1 Lebenszyklus am Beispiel von P. falciparum
Ungeschlechtliche Vermehrung im Menschen

Nach der Inokulation von Sporozoiten in die Haut durch den Stich einer weiblichen
Anopheles-Miicke gelangt der Erreger iiber die Blutbahn in die Leber des Wirtes (8).
Dort dringt er in Hepatozyten ein und bildet eine parasitophore Vakuole (5). In dieser
entwickelt sich der Sporozoit zum Schizont weiter, vermehrt sich ungeschlechtlich und
bildet Tausende Merozoiten (5). Diese werden je nach Plasmodienart nach ein bis sechs
Wochen in die Blutbahn entlassen und dringen dort in rote Blutkorperchen ein. Im
Gegensatz zu P. vivax und P. ovale kann P. falciparum keine Form bilden, die in der Leber
iberdauert (sogenannte Hypnozoiten) (4). Intraerythrozytar vermehrt sich der Erreger
weiter, wobei er verschiedene Stadien durchlauft (Ringform, Trophozoit und Schizont)
(8). Im letzten intraerythrozytaren Stadium werden Merozoiten gebildet, die nach Lyse
des Erythrozyten neue rote Blutkdrperchen infizieren (9). Die Merozoiten kénnen sich
auch zu den Geschlechtsformen, weibliche Makrogameten und mannliche Mikrogameten,
entwickeln (4) (s. Abb. 1.2 auf S. 6).

Geschlechtliche Vermehrung in der Anopheles-Miicke

Werden die Mikro- und Makrogameten von der Anopheles-Miicke, dem parasitologischen
Hauptwirt, bei einer Blutmahlzeit aufgenommen, reifen sie in deren Mitteldarm zu Game-
ten (4, 5). Dort vereinigen sie sich zu einem Ookinet, der in die Epithelzellen des Magens
eindringt und sich als Oozyste dort ungeschlechtlich vermehrt (8). SchlieBlich platzt die
Oozyste und setzt Tausende Sporozoiten frei (8). Diese gelangen in die Speicheldriisen
der Miicke und bei deren nachster Blutmahlzeit mit dem Speichel in das menschliche
Blut (4).
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Abbildung 1.2: Lebenszyklus von P. falciparum nach Center of Disease Control (CDC)/ Alex-
ander J. da Silva, PhD/Melanie Moser

1.1.2 Krankheitsbild der Malaria tropica

Nach einer Inkubationszeit von 8-15 Tagen kommt es typischerweise zu unspezifischen
Symptomen wie Fieberschiiben, Schittelfrost, Husten, Luftnot, Gelenkschmerzen, Kopf-
schmerzen, wassriger Diarrhoe, Erbrechen und Krampfen (4, 10). Haufig ist keine Periodi-
zitat der Fieberschiibe zu erkennen, da die Schizogonie nicht zwingend synchron verlauft
und Mehrfachinfektionen vorliegen kénnen (4). Des weiteren kann eine Hypovoldmie
auftreten, die zusammen mit der Blutarmut und einer mikrovaskularen Obstruktion zu
einer Abnahme der Gewebeversorgung mit Sauerstoff und damit zu einer Laktatazidose
fihren kann (11). Im weiteren Verlauf kann es zu einem lkterus, akutem Nierenversagen

und einem Lungenddem kommen.

Besonders bei Kindern und Schwangeren kann es zu einem schweren Verlauf der In-
fektion mit hoher Letalitit kommen. Die Komplikationen, die von der WHO 1990 als
Kriterien der komplizierten Malaria definiert und 2000 erganzt wurden (12), sind in Tab.
1.1 auf S. 7 aufgefiihrt. Von Marsh et al. wurden Indikatoren fiir eine lebensbedrohliche
Malariaerkrankung bei afrikanischen Kindern definiert (13). Diese Kriterien wurden in

Spalte 2 der Tabelle 1.1 auf S. 7 mit einem ,,+" markiert. Komplikationen, die mit einer



Tabelle 1.1: Komplikationen der Malaria tropica nach (12, 13)

Komplikation Indikator einer Assoziation mit
lebensbedrohlichen erhohter Todesrate
Malariaerkrankung bei bei
bei Kindern Kindern Erwachsenen
auBerste  Erschopfung der
Korperkrafte (prostration)
Beeintrachtigung des Be- + + +
wusstseins
Luftnot + +
mehrere Krampfanfalle
Kreislaufkollaps
pulmonales Odem +
ungewohnliche Blutungen +
Gelbsucht (+)1!
Hamoglobinurie
schwere Anamie +

L nur in Kombination mit anderen Anhaltspunkten fiir eine komplizierte Malariaerkrankung

erhohten Todesrate bei Kindern beziehungsweise Erwachsenen assoziiert sind, wurden in

Spalte 3 beziehungsweise 4 mit einem ,+" markiert.

1.1.3 Pathologie der Erkrankung Malaria tropica

Es gibt unterschiedliche Hypothesen, wie die Auswirkungen durch eine Infektion mit P.
falciparum auf den menschlichen Korper zustande kommen. Unter anderem werden als
Ursache der Blutarmut der Zerfall der Erythrozyten, eine frithere Auslese in der Milz auf-
grund abnehmender Flexibilitat der befallenen und nichtbefallenen roten Blutkorperchen
sowie die Dyserythropoese diskutiert (14). Infizierte Erythrozyten sollen knétchenférmige
Protuberanzen ausbilden, die eine Adharenz an das GefaBendothel des Wirtes erleichtern
und somit den Abbau in der Milz verhindern (15). Auch komme es zur Aggregation
infizierter Erythrozyten vermittelt durch Thrombozyten (16).

Des weiteren wird diskutiert, dass es zu Mikrozirkulationsstérungen im zentralen
Nervensystem, im Herzen, in der Lunge, in den Nieren, im subkutanen Gewebe und in
der Plazenta kommt (10).



1.1.4 Erworbene Immunitat bei P. falciparum

Anders als bei Nichtimmunen, die einer Malariainfektion nur die unspezifische Immunab-
wehr entgegenstellen kénnen (17), kommt es nach wiederholten Plasmodieninfektionen
zu einer Semiimmunitat bei Personen in hyper- und holoendemischen Malariagebieten
(4, 17, 18). Schon 1920 wurden die entscheidenden Charakteristiken dieser erworbenen
Immunitat beschrieben (18). Sie erfordert standige Neuinfektionen und klingt bei einem
Aufenthalt in nichtendemischen Gebieten ab (4, 17, 18). Semiimmune Personen konnen
zwar an Malaria erkranken, erleiden jedoch keine Komplikationen. An der spezifischen
Immunabwehr sind unterschiedliche Mechanismen beteiligt, die ihren Angriffspunkt in
verschiedenen Parasitenstadien haben. Passive Transferexperimente haben gezeigt, dass
Antikorper (Ak) eine zentrale Rolle spielen (19). Des weiteren wird davon ausgegangen,
dass diese spezifischen Antikorper zusammen mit zytotoxischen T-Lymphozyten die In-
vasion von Sporozoiten in die Leber blockieren, Merozoiten gezielt schadigen (4) und
die Opsonierung befallener Erythrozyten durch Makrophagen einleiten kénnen (20). Die-
se noch nicht vollstandig verstandene erworbene Immunitat (18) ist sehr robust, geht
jedoch mit einer betrachtlichen Kindersterblichkeit einher (21).

1.1.5 Therapie

Bei der Therapie der akuten Malariainfektion muss unterschieden werden zwischen der

Behandlung der unkomplizierten und der komplizierten Malariaerkrankung (22).

Therapie einer unkomplizierten Malariaerkrankung

Das Ziel der Therapie einer einfachen Malariaerkrankung ist es, die Parasiten aus dem
Blut des Erkrankten zu eliminieren, eine schwere Malariaerkrankung zu verhindern und
die Ubertragung der Infektion auf Andere zu reduzieren (22, 23). Um die Gefahr einer
Resistenzentwicklung des Erregers zu vermindern, empfiehlt die WHO eine Kombina-
tion unterschiedlicher Therapeutika (22). Dabei ist die sogenannte artemisininbasierte

Kombinationstherapie Verfahren erster Wahl.

Therapie einer komplizierte Malariaerkrankung

Das Auftreten einer schweren Malariainfektion muss als Notfall angesehen und als solcher
therapiert werden (22). Ziel ist es, den Tod des Erkrankten zu verhindern (22). Durch eine
parenterale Medikamentengabe werden méglichst schnell therapeutische Konzentratio-
nen im Blut erreicht, um die Parasitamie effektiv zu senken. GemaB neuen Erkenntnissen
der Aquamat Gruppe sollte Artesunat parenteral gegeben werden, da gezeigt werden

konnte, dass unter Artesunat die Mortalitatsrate von Kindern mit komplizierter Malaria

8



signifikant geringer war als unter einer Quinintherapie (24). Chloroquin wird wegen weit

verbreiteter Resistenzen nicht mehr eingesetzt (22).

1.1.6 Bekampfung und Prophylaxe

Es existieren verschiedene Méglichkeiten, die Ausbreitung von Malaria zu verhindern oder
Personen in Endemiegebieten vor einer Erkrankung zu schiitzen. Dazu gehéren der Schutz
vor Moskitostichen und die Reduktion der Krankheitsiibertrager, Chemoprophylaxe und
Schutzimpfungen (25).

Diese MaBnahmen sind besonders wichtig fiir gefahrdete Bevolkerungsgruppen — im
Falle der Malariaerkrankung Kinder, Schwangere und Reisende —, um die Morbiditats-

und Mortalitatsrate in diesen Risikogruppen effektiv zu senken.

Vektorkontrolle

Die wichtigsten MaBnahmen zur Reduktion der Anopheles-Populationen sind der Ge-
brauch von insektizidimpragnierten Moskitonetzen und das Bespriithen von Hausinnen-
wanden mit Insektiziden (25, 26). AuBerdem kann versucht werden, die Anzahl der Brut-
platze durch deren Entwasserung zu verringern und die Larven der Anopheles-Miicke
gezielt mit Larviziden abzutéten (25).

Als Insektizid wird Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) verwandt, soweit noch keine
Resistenzen bestehen. Zur Impragnierung der Bettnetze ist bisher nur Pyrethroid zuge-

lassen, wobei auch hier Resistenzentwicklungen drohen (26).

Expositionsprophylaxe

Der Gebrauch von Moskitonetzen schiitzt Individuen vor einer Infektion und der weit-
verbreitete Gebrauch erhdht das Uberleben von Kindern und die Gesundheit (25, 26).
Als personliche Expositionsprophylaxe wird das Tragen heller, langer Kleidung und der

Gebrauch von Insektenschutzmitteln empfohlen.

Chemoprophylaxe

Intermittent preventive treatment (IPT): Beim Intermittent preventive treatment
handelt es sich um die praventive Gabe einer therapeutischen Dosis eines Malariame-
dikaments. Diese wird gefahrdeten Personen zu bestimmten Zeitpunkten verabreicht
ungeachtet der Tatsache, ob eine Infektion vorliegt oder nicht (27).

Klinische Studien haben gezeigt, dass das Intermittent preventive treatment im Kin-

desalter (IPTi) die Anzahl der Erkrankungen klinischer Malaria und schwerer Anamien



reduzieren kann (28). Auch die Behandlung von Sauglingen kann vor einer klinischen Ma-
lariaerkrankung, einer Andamie und der Krankenhauseinweisung aufgrund der Parasitamie
schiitzen (29).

Chemoprophylaxe fiir Schwangere: Die Infektion einer Schwangeren mit P. falci-
parum hat neben den Krankheitsfolgen fiir die Schwangere wie einer schweren Anamie
und Fieber Auswirkungen auf den Fotus. So kann die Besiedelung der Plazenta durch
den Erreger zur Untererndhrung des Kindes, Frith- und Totgeburten fiihren (30).

2004 wurde deshalb das Intermittent preventive treatment fiir Schwangere (IPTp) mit
Sulfadoxin-Pyrimethamin von der WHO in Regionen mit stabiler Transmission empfohlen
(31).

Chemoprophylaxe fiir Reisende: In der Wahl der Chemoprophylaxe fiir Reisende
sollte abgewogen werden zwischen dem Infektionsrisiko und den Risiken durch Neben-

wirkungen (32).

Ausblick: Impfung

Schutzimpfungen sind traditionell die billigste und effektivste MaBnahme der Krankheits-
kontrolle (33, 34). Zur Zulassung eines neuen Impfstoffes erfolgt die immunologische
Bewertung anhand dreier Parameter: der Serokonversionsrate, der Seroprotektionsrate
und dem Anstieg des mittleren geometrischen Antikorpertiters. AuBerdem sollte die Un-
bedenklichkeit des Impfstoffes in einer reprasentativen Studie dargelegt worden sein. Die
wichtigste Anforderung an die Vakzine ist, dass sie nach nicht mehr als drei Impfdo-
sen Schutz iber mehrere Jahre bieten sollte (35). Das Besondere bei einer Impfung
gegen Malaria ist, dass aufgrund der hohen Inzidenz zusatzlich die Effektivitat der Imp-
fung direkt anhand des Riickgangs der Neuerkrankungen bestimmt werden kann. Dies
wurde in Impfstudien mit dem am weitesten fortgeschrittenen Impfstoffkandidat RTS,S
beispielhaft gezeigt (36).

Bei der Entwicklung eines Impfstoffes gegen Malaria gibt es unterschiedliche An-
griffspunkte. Eine Impfung mit Antigenen, die das Plasmodium im Leberstadium erzeugt,
reduziert die Wahrscheinlichkeit, dass eine Person erkrankt. Eine Vakzination gegen das
asexuelle Blutstadium des Erregers reduziert die Erkrankungsschwere und die Letali-
tatsrate einer Infektion. Wahrend ein Impfstoff gegen Gametozyten die Verbreitung der
Malaria verhindern soll (37).

AuBerdem muss bei der Herstellung eines Impfstoffes gegen Malaria unterschieden
werden zwischen der Vakzination mit attenuierten Sporozoiten und der Vakzination mit

Untereinheiten des Erregers (Subunit-Impfstoff). Schon 1942 wurde von Russel und
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Mohan eine Impfung von Hithnern durch inaktivierte Sporozoiten beschrieben (38). Im
Jahr 1967 wurden dann von Nussenzweig et al. die ersten erfolgreichen Impfungen von
Mausen mit rontgenbestrahlten Plasmodium berghei dokumentiert (39). 2003 wurde die
Entwicklung eines Impfstoffes aus metabolisch aktiven, nichtreplizierenden Sporozoiten
des Plasmodiums falciparum (PfSPZ) von Wissenschaftlern wiederaufgenommen (40).
Dies fiihrte in der Zwischenzeit zu einer Phase |-Studie dieses Impfstoffes in den USA
(40). Des weiteren arbeiten einige Forschungsgruppen an der Entwicklung genetisch at-
tenuierter Plasmodien als alternativem Impfstoff (41).

Auf Grund der groBen Fortschritte in der Sequenzierung des Plasmodiengenoms (42)
und in der Herstellung einzelner Antigene sind inzwischen mehrere rekombinante Proteine
als Vakzine in der klinischen Erprobung. Es werden einzelne und kombinierte Antigene aus
verschiedenen Stadien der Plasmodienentwicklung getestet. Solch ein Subunit-Impfstoff
erfordert einen geringeren logistischen Aufwand (26). Der in der Entwicklung am wei-
testen fortgeschrittene Impfstoff ist das aus einem Sporozoitenprotein gebildete RTS,S
(43). Die Wirksamkeit dieses Impfstoffes lag in Phase II-Studien zwischen 30 und 50
Prozent (44, 45) und wird aktuell als erster Impfstoff an einer groBeren Gruppe in einer

Phase Ill-Studie weiter untersucht.

Bei der Entwicklung einer Impfung gegen Malaria gibt es jedoch folgende allgemeine
Probleme: Es wird eine ineffiziente Induktion von Immunitat beobachtet, die auf den
bekannten Antigenpolymorphismus, schlechte Immunogenizitat einzelner Antigene, das
Vermogen des Parasiten mit der Entwicklung der Immunantwort zu interferieren und
T- und B-Gedichtniszellen zur Apoptose zu bringen, zuriickgefiihrt werden kann (33).
Cohen et al. zeigten 1961 durch Versuche zum passiven Transfer von Antikorpern deren
bedeutende Rolle als Schutz vor einer Malariaerkrankung bei Kindern (19). Dennoch
ist bisher kein sicheres immunologisches Korrelat fiir den Schutz gegen Malaria bekannt
und es existieren sich widersprechende Publikationen, ob Antikérper, die in vitro das

Wachstum von Plasmodien hemmen, dies auch in vivo tun (46—48).

1.2 Antikorper (Immunglobuline)

Immunglobuline (Ig) kommen im menschlichen Kérper in zwei Formen vor. Als B-Zell-
Rezeptoren auf der Zelloberflache reifer B-Lymphozyten und als I6sliche Antikorper ohne
Transmembrandomane, gebildet von terminal-differenzierten B-Zellen, den Plasmazellen.
Nach ihrer Aktivierung produziert jede dieser Plasmazellen Antikorper einer Spezifitat
(49). Die Funktion der Immunglobuline ist die Erkennung von Antigenen und das Aus-

|6sen immunologischer Effektormechanismen gegen das erkannte Antigen (Ag) (49).
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Abbildung 1.3: Aufbau von Immunglobulin G

1.2.1 Aufbau der Antikorper am Beispiel von Immunglobulin G

Immunglobuline sind Glykoproteine, die eine ,Y"-Form aufweisen (s. Abb 1.3) (50, 51).
Es handelt sich um ein achsensymmetrisches Heterotetramer mit zwei molekular iden-
tischen schweren (H = ,heavy chain“) und leichten Ketten (L = ,light chain*) (51).
Durch diese divalente Struktur kann es an zwei identische Strukturen gleichzeitig binden.
Disulfidbriicken verkniipfen je eine leichte mit einer schweren Kette und die schweren
Ketten kovalent untereinander (52). Die schweren Ketten bestehen aus drei konstanten
Domanen (Cyy_p3 vom aminoterminalen Ende aus durchnummeriert) und einer varia-
blen (Vg), die leichten Ketten aus einer konstanten (C.) und einer variablen Domane
(V1) (51). Zwischen der ersten und zweiten konstanten Domane der schweren Kette
befindet sich eine Gelenkstruktur, die sogenannte hinge region, die fiir groBe raumliche
Flexibilitat sorgt (53). Sie kann durch Enzyme proteolytisch aufgespalten werden.

Die beiden Arme, auch als Fab (fragment of antigen binding) bezeichnet (51, 54),
besitzen innerhalb von V und V|, je drei besonders hypervariable Regionen. Sie werden
als komplementaritatsdeterminierende Regionen bezeichnet und bilden gemeinsam die
Bindungsstelle fiir das Antigen (55, 56). Die Variabilitat wird durch Rekombination der
Gene wahrend der Ausdifferenzierung erreicht (57) und fiihrt zu schatzungsweise 10°
unterschiedlichen Antikérper-Spezifitdten. Die Antigen-Antikorperbindung kommt durch
physikochemische Wechselwirkungen zustande und ist sowohl spezifisch als auch rever-
sibel (49). Sie kann eine sehr hohe Affinitat erreichen.
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Tabelle 1.2: Immunglobulinklassen (49)

Klasse Cpy- Form Vorkommen Aufgabe
Typ
lgA o meist Dimer  epitheliale Neutralisation eindringender
Oberflachen Mikroorganismen
lgD ) Monomer Oberflache ~ von unbekannt
B-Zellen
lgE 3 Monomer Mastzellrezeptor Abwehr multizellularer Para-

siten und allergische Reaktio-
nen vom Soforttyp

lgG Y Monomer Serum und Extra- s. Kap. 1.2.3
zellularflissigkeit

lgM V) Pentamer B-Zell-Rezeptor Komplementaktivierung
naiver B-Zellen

Der Stamm, auch als Fc (fragment crystallizable) bezeichnet (51, 54), hat eine Ef-
fektorfunktion als Bindungsstelle fiir Komplement und Zellen und dient als Angriffspunkt

fur den aktiven Transport durch Zellen in unterschiedliche Kérperkompartimente (49).

1.2.2 Immunglobulinklassen

Die gebildeten Immunglobuline kénnen in fiinf Hauptgruppen unterteilt werden (s.Tab. 1.2).
Diese werden charakterisiert durch die konstanten Abschnitte der schweren Ketten (49).

1.2.3 Immunglobulin G

Immunglobuline der Subklasse G (IgG) machen circa 75% der im Serum vorhandenen
Antikorper aus (58). Sie sind die einzigen Antikorper, die lber einen IgG-Transport-
rezeptor (FcRn) plazentagéngig sind (59). Auch sind IgG die wichtigsten Antikorper
zum Schutz vor Malaria (60).

Es wurden vier Subklassen mit unterschiedlichen y-Ketten gefunden, die nach der
im Serum vorhandenen Menge durchnummeriert wurden (IgG1l-IgG4), wobei IgG1 die
haufigste Subklasse darstellt (58). IgGl und 1gG3 werden als zytophile Antikorper be-
zeichnet, da sie besser an die Fc-Rezeptoren von Monozyten und Neutrophilen binden
(61). Diesen Subtypen wird héchste Wichtigkeit in der erworbenen Immunitat gegen
Malaria zugerechnet (62, 63).
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Funktionen der IgG

Auslosung der Komplementkaskade: Nach der Bindung zweier 1gG-Molekiile mit
einem Antigen kommt es durch eine leichte Konformationsanderung zu einer spezifi-
schen Bindung mit dem Komplementfaktor C1q. Dadurch wird die Komplementkaskade
ausgelost und die Zielzelle lysiert (64).

Toxinneutralisation: 1IgG kann durch Bindung an ein Toxin dessen Bindung an zel-

lulare Rezeptoren hindern und so die biologische Wirkung von Toxinen neutralisieren
(65).

Kooperation mit Zellen: Verschiedene Zellen kénnen durch Bindung des IgG an so-
genannte Fc-Rezeptoren aktiviert werden. So kann entweder eine Phagozytose ermoglicht

oder eine Ausschiittung gespeicherter Mediatoren ausgelést werden (49, 66, 67).

Inhibition und Apoptoseinduktion: Die Antikorper der Klasse IgG konnen durch
eine Kreuzvernetzung des Rezeptors FcyRIIB mit dem B-Zell-Rezeptor auch eine wei-
tere Aktivierung von B-Zellen und die Mastzelldegranulation inhibieren oder liber die

Vernetzung zweier FcyRIIB die aktivierte B-Zelle zur Apoptose bringen (68).

1.3 Antigene

Als Antigene werden Stoffe bezeichnet, die an einen spezifischen Antikérper binden kon-
nen (49). Der Bereich, an den ein Antikérper bindet, wird als Epitop bezeichnet (49).

Im Folgenden werden die Antigene GLURP und MSP3 beschrieben, aus denen das
Fusionsprodukt GMZ2 gebildet wurde.

1.3.1 Glutamate rich protein (GLURP)

GLURP ist ein 220 kDa groBes, glutamatreiches Protein, das auf dem Chromosom 10
des Plasmodienstammes 3D7 liegt (42, 69, 70). Es besteht aus einer aminoterminalen
nichtrepetitiven Region (R0) und zwei Abschnitten repetitiver Sequenzen (R1 und R2)
(69) (s. Abb. 1.4 auf S. 15). Die repetitiven Sequenzen des Abschnitts R2 stellten sich
als konserviert heraus (69).

Das Antigen wurde elektronenmikroskopisch in der parasitophoren Vakuole von Leber-
und intraerythrozytaren Schizonten, auf der Oberflaiche von Merozoiten und auch im
Zytoplasma Gametozyten-haltiger roter Blutkdrperchen nachgewiesen (69). Zytophile

Antikorper gegen GLURP koénnen in Zusammenarbeit mit Monozyten die Invasion und
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Abbildung 1.5: MSP3 nach S. Singh (79)

das Wachstum von P. falciparum in vitro hemmen (71, 72). Es wurde auBerdem gezeigt,
dass eine signifikante Korrelation zwischen hohen Anikorpertitern gegen GLURP und
einem Schutz gegen eine Malaria-Erkrankung besteht (73-75).

1.3.2 Merozoite surface protein 3 (MSP3)

Das Merozoitenoberflachenprotein MSP3 ist etwa 48 kDa groB (76), wird ebenfalls
von Chromosom 10 kodiert (42) und spielt vermutlich eine Rolle beim Eindringen der
Merozoiten in die Erythrozyten (77) (s. Abb. 1.5). Die Sequenz des Proteins ist stark
konserviert, wobei ein Dimorphismus beschrieben wurde (78).

Es wurde in vitro gezeigt, dass Antikorper gegen MSP3 in Kooperation mit Mono-
zyten das Parasitenwachstum hemmen kénnen (antibody-dependent cellular inhibition
assay (ADCI)) (80). Diese Resultate wurden durch den Transfer der Antikérper in mit
P. falciparum-infizierte Mause in vivo untermauert (46, 79). Auch im Menschen sind
Antikorper gegen MSP3 mit einem klinischen Schutz gegen eine Erkrankung assoziiert
(81, 82).

1.3.3 GM2z2

GMZ2 ist ein Fusionsprotein von etwa 75 kDa, welches das 5'-Ende des P. falciparum
GLURP und das 3'-Ende des P. falciparum MSP3 enthilt (s. Abb. 1.6). Als Expressions-

system wurde Lactococcus lactis verwandt (83). Im Mausemodell rief das Fusionsprodukt
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Abbildung 1.6: GMZ2 nach M. Theisen (83)

eine starkere Immunreaktion hervor als eine Kombination der einzelnen Molekiile (83).
Die Vakzination von Saimiri sciureus Affen mit dem rekombinanten Protein zeigte eine
statistisch signifikante Korrelation hoher Antikorpertiter mit einem partiellen Schutz in

Form niedriger Parasitamien (84).

1.4 Surrogatmarker
GemaB der ,,Biomarker Definitions Working Group" ist ein Surrogatmarker

ein Biomarker!, der dazu gedacht ist, einen klinischen Endpunkt zu erset-
zen. Von einem Surrogatmarker wird erwartet, einen klinischen Nutzen (oder
Schaden oder einen fehlenden Nutzen oder Schaden) vorauszusagen, ba-
sierend auf epidemiologischen, therapeutischen, pathophysiologischen oder
anderen wissenschaftlichen Belegen. (86)

Ein Surrogatmarker korreliert mit dem klinischen Endpunkt, es muss aber kein kausa-
ler Zusammenhang zwischen dem Surrogatmarker und dem klinischen Endpunkt beste-
hen. Im besten Fall ist ein Surrogatmarker eine Vorstufe des fiir den Patienten relevanten
klinischen Endpunktes (z.B. der Morbiditat/Mortalitat) (87).

Beispiel fiir einen akzeptierten Surrogatmarker ist HbA,., das zur Uberwachung der

Blutzuckereinstellung bei Typ 2-Diabetikern verwendet wird (88).

Um einen Surrogatmarker zu validieren, sollten mehrere randomisierte kontrollierte
Studien durchgefiihrt werden, die sowohl den Surrogatmarker als auch den klinischen
Endpunkt messen (87, 89). Im Anschluss kann durch ein Regressionsmodell der Anteil des
therapeutischen Effekts, der durch den Surrogatmarker erklart wird, bestimmt werden
(89). Dabei sollte jedoch beachtet werden, dass die Validitit eines Surrogatmarkers
immer vom Umfeld abhangt (89). AuBerdem ist die Validitat technologiespezifisch und

sollte deshalb nicht auf andere Technologien iibertragen werden (87).

1Per definitionem versteht man unter einem Biomarker dabei eine objektiv messbare Eigenschaft,
die als Indikator normaler biologischer oder pathogener Prozesse oder als pharmakologische Antwort
auf eine therapeutische Intervention gewertet wird (85)
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Griinde fiir die Verwendung eines Surrogatmarkers

Durch die Einfilhrung eines Surrogatmarkers wird einerseits die ProbengroBe verringert
und der Versuchsaufbau vereinfacht, wenn der Surrogatmarker frither und ofter auftritt
oder leichter zu messen ist als der klinisch relevante Endpunkt (89). Dies kann zu ei-
ner starken Kostenreduktion (89) fiihren und die Markteinfiihrung dringend benétigter
Medikamente beschleunigen. Auch kann bei vielen vorbeugenden Therapiestrategien der
erwiinschte Erfolg nicht direkt beobachtet werden, da die abzuwendenden Krankheits-
ereignisse zu selten auftreten (90) oder wie im Falle der hier untersuchten Studie die

Probanden kiinstlich dem Erkrankungsrisiko ausgesetzt werden miissten.

1.4.1 Kiriterien, die ein Surrogatmarker erfiillen sollte

Die Deutsche Agentur fiir Health Technology hat in ihrem Bericht zu Surrogatendpunk-
ten (87) die wichtigsten Kriterien angefiihrt, die hier kurz zusammengefasst werden

sollen.

Biologische Plausibilitat: Experimentelle oder epidemiologische Studien weisen auf
einen ursachlichen Zusammenhang zwischen Surrogatmarker und klinischem Endpunkt
hin. Dabei sollte der Surrogatmarker eine Vorstufe des klinisch relevanten Endpunktes
bilden (87).

Ausmal der Beziehung zwischen Surrogatendpunkt und klinischem Endpunkt:
Veranderungen des Surrogatmarkers sollten mit qualitativ und quantitativ parallelen Ver-
anderungen des klinisch relevanten Endpunktes einhergehen. Auch sollte im Rahmen von
randomisierten kontrollierten Studien nachgewiesen werden, dass der Surrogatmarker die

Auswirkung der Intervention vollstandig wiedergibt (87).

Nullhypothesen-Satz von Prentice

Ross L. Prentice definiert in seiner Publikation einen Surrogatmarker auBerdem dadurch,

dass

ein Surrogatendpunkt eine Reaktionsvariable ist, fiir die die Prifung der
Nullhypothese, dass keine Beziehung zu den zu vergleichenden Behandlungs-
gruppen besteht, ebenso eine valide Priifung der korrespondierenden, auf

dem wahren Endpunkt basierenden, Nullhypothese ist (89) (eigene Uberset-
zung).

17



1.4.2 Allgemeine Probleme von Surrogatmarkern

Durch die Verwendung eines Surrogatmarkers wird bewusst ein gewisser Messfehler, be-
treffend den Zeitpunkt oder das Auftreten des klinischen Endpunkts, eingefiihrt (89).
In der Vergangenheit hat sich gezeigt, dass Surrogatmarker trotz eines starken Zusam-
menhangs mit dem klinischen Endpunkt irrefiihrend sein kénnen. So verhinderten z.B.
Antiarrhythmika der Klasse | das Auftreten von ventrikuldaren Arrhythmien, erhdhten
aber die Mortalitat in Studien (87). Auch sollte beachtet werden, dass Surrogatmarker
nicht viel tiber das relevante Ziel der Therapie aussagen und nur einen der moglichen
Effekte der Intervention abbilden. Dadurch kann es sowohl zu einer Uber- als auch einer
Unterschatzung des Effekts der Therapie kommen (87). Letztlich sollte die Korrelation
des Markers mit dem klinischen Endpunkt nicht als kausaler Zusammenhang verstanden

werden.

1.5 Ziel der Doktorarbeit

Die Entwicklung eines Impfstoffes gegen Malaria ist durch das Fehlen eines validen Sur-
rogatmarkers, der den Immunstatus korrekt abbildet, deutlich erschwert (48, 91). In
Studien, die am Pasteur Institut in Paris durchgefiihrt wurden, konnte gezeigt werden,
dass der positive Nachweis von Immunglobulinen in einem Western Blot gegen Sporo-
zoitenproteine mit der wachstumsinhibierenden Wirkung des jeweiligen Serums korreliert
(46).

In dieser Arbeit soll eine semiquantitative Bestimmung der IgG-Konzentration gegen
GMZ2 im Serum von Probanden, die im Rahmen einer Phase-la-Studie gegen GMZ2 ge-
impft wurden, durch eine Messung mit dem Western-Blot-Verfahren entwickelt werden.
Als Referenzmethoden wurden die etablierten Messverfahren Enzyme-linked Immunosor-
bent Assay (ELISA) und Enzyme-linked Immunospot Assay (ELISPOT) verwendet.

Die Fragestellung war, ob das Western-Blot-Verfahren neue Informationen (iber die
Immunreaktion im Rahmen einer Impfung gegen Malaria liefern kann, wobei folgende

Hypothesen formuliert wurden:

Nullhypothese:
Ergebnisse des Western Blot entsprechen denen des ELISA oder ELISPOT .

Alternativhypothese:
Ergebnisse des Western Blot entsprechen nicht denen des ELISA oder ELISPOT.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial

Tabelle 2.1: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fiir ELISA

Substanz
GMZz2

v-Globulin  (IgG), Goat Anti-
Human, Horseradish Peroxidase
(HRPO) conjugate

Natriumazid

Naturaflor® Magermilchpulver

Phosphate  Buffered  Saline
(PBS) Tabletten (0,14 M NaCl,
0,01 M PO, Puffer, 0,003 M
KCI, pH 7,45)

Polyclonal IgG - Purified

Schwefelsaure, 95-97%

Summenformel

NaN3

H,SO,

19

Produzent/Art.nr.

Henogen, Charleroi, Belgien

Caltag™ Laboratories,
Invitrogen GmbH,
Karlsruhe/H10507

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen /71290

Topfer GmbH, Dietmannsried

GIBCO®, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe/18912014

The binding site GmbH,
Birmingham, UK/AP004

Merck KGaA,
Darmstadt/100731



Tabelle 2.1: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fiir ELISA

Substanz Summenformel

Produzent/Art.nr.

Semiimmune Seren aus beendeter Studie, Institut

fur Tropenmedizin, Tibingen

(92)
Tetramethylbenzidin (TMB) C37H44N2043S KEM EN TEC diagnostics,
ONE, ready-to-use substrate Taastrup, Danemark/4380L
solution
Tween® 20 CssH114096 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen /63158

Tabelle 2.2: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fir ELISPOT

Substanz Summenformel

Agarose

Albumine bovine fraction V

(BSA)

2-Amino-2-methyl-1- (CH3)2C(NH,)CH,OH

propanol

GMZz2

Biotin-labelled goat anti-
human IgG antibody

5-Bromo-4-chloro-3- CsHgBrCINO4P - C;HgN
indolylphoshat p-Toluidinsalz

Chlorwasserstoff HCI

20

Produzent/Art.nr.

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/A6013

SERVA  Electrophoresis
GmbH, Heidelberg/11924

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/A9199

Henogen, Charleroi,

Belgien

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/B1140

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/B8503

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/H7020



Tabelle 2.2: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fir ELISPOT

Substanz

CpG - 2006

Dimethylsulfoxid

Foetal Calf Serum (FCS)

FICOLL-Paque™PLUS

Goat Anti-Human IgG, gam-

ma chain specific

Hanks' Balanced Salt Soluti-
on (HBSS)

IL-15, recombinant human
L-glutamine 200 mM
Magnesiumchlorid

MEM Non-Essential Amino
Acids Solution 10 mM

2-Mercaptoethanol 50 mM

Natriumpyruvat 100mM

Summenformel

(CH3)»SO

MgCl,

CyHgOS

C3H3N303

21

Produzent/Art.nr.

TIB - MOLBIOL GmbH,

Berlin

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/D5879

PAA laboratories GmbH,
Pasching/A15-649

GE Healthcare Europe
GmbH, Freiburg/17-1440-
02

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen /13382

Invitrogen GmbH,
Darmstadt/14170

R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, USA

GIBCO®, Invitrogen
GmbH, Darmstadt/25030

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/M4880

Invitrogen GmbH,
Darmstadt/11140

Invitrogen GmbH,
Darmstadt/31350

Invitrogen GmbH,
Darmstadt/11360



Tabelle 2.2: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fir ELISPOT

Substanz

Penicillin-Streptomycin-
Flissiglosung  (10.000 Ein-
heiten Penicillin; 10.000 pg
Streptomycin)

PBS Tabletten (0,14 M NaCl,
0,01 M PO, Puffer, 0,003 M
KCl, pH 7,45)

RPMI Media 1640

Streptavidin-AP conjugate

Triton® X-405

Trypanblau (0,4%)

Tween® 20

Summenformel

C34H24NgNa; 01454

C58H114O26

Produzent/Art.nr.

GIBCO®, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe/15140

GIBCO®,

Invitrogen GmbH,
Karlsruhe/18912014
GIBCO®, Invitrogen

GmbH, Karlsruhe/31870

Roche Diagnostics
Deutschland GmbH,
Mannheim/11089161001

Sciencelab.com, Inc.,
Houston, USA/SLT3022

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/T8154

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen /63158

Tabelle 2.3: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fiir SDS-Page

Substanz

30% Acrylamid /Bis-

acrylamid

Ammoniumperoxidisulfat

(APS)

B-Mercaptoethanol

Summenformel

HsN2OsS,

Produzent/Art.nr.

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/A3574

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe /9592
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Buchs,

Schweiz/M3148



Tabelle 2.3: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fiir SDS-Page

Substanz Summenformel
Bromphenolblau Ci9H10Br,05S
Glycerin C3HgO3

Sodium dodecylsulfate (SDS) Cy2Hy5Na0O,4S

ultrapure

Tetramethylethylendiamin CeH1gN2
(TEMED)

TRIS-Puffer C4H11NO3

Produzent/Art.nr.

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/B5525

Merck KGaA,
Darmstadt/104093

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe /4360

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe /2367

scienova GmbH, Jena/60005

Tabelle 2.4: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fiir Western Blot

Substanz Summenformel

Albumine bovine fraction V

(BSA)

GMZz2

Isopropanol C3HgO
Lumigo Reagent A CsH7N30,
Methanol CH5;OH

PBS Tabletten (0,14 M NaCl,
0,01 M PO, Puffer, 0,003 M
KCI, pH 7,45)

Peroxide Reagent B

23

Produzent/Art.nr.

SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg/11924

Henogen, Charleroi, Belgien

Merck KGaA,
Darmstadt/109634

Cell signaling technology,
Inc., Danvers MA, USA /7003

Merck KgaA,
Darmstadt/106009

GIBCO®, Invitrogen GmbH,
Karlsruhe/18912014

Cell signaling technology,
Inc., Danvers MA, USA /7003



Tabelle 2.4: Chemikalien und biologisches Ausgangsmaterial fir Western Blot

Substanz Summenformel Produzent/Art.nr.
Precision Plus Protein Stan- Bio-Rad Laboratories GmbH,
dards Dual Color Minchen/161-0374
Semiimmune Seren aus beendeter Studie, Institut

fir Tropenmedizin, Tiibingen
(92)

Trizma® base C4H{1NO;3 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen/T1410

Tween® 20 CsgH1140496 Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen /63158

2.1.2 Verwendete Puffer, Gele und Losungen
ELISA

PBS: 1 Tablette auf 500 ml Aqua dest.: 0,14 M NaCl, 0,01 M POy, 0,003 M KCI, pH
7,45

PBST: PBS, 0,1% Tween® 20 (v/v)

Blockpuffer: PBS, 0,1% Tween® 20 (v/v), 3% Milchpulver (g/v)
Verdiinnungspuffer: PBS, 0,1% Tween® 20 (v/v), 1% Milchpulver (g/v)
Serum-Verdiinnungspuffer: PBS, 0,1% Tween® 20 (v/v), 1% Milchpulver (g/v),
0,02% NaNj; geldst (v/v)

Stopplosung: 0,2 M HySO,

ELISPOT

Zellkulturmedium: RPMI, 1% Natriumpyruvat (v/v), 1% MEM non essential Amino
Acids (v/v), 1% L-Glutamin 200mM (v/v), 1% Penicillin-Streptomycin-Lésung (v/v),
1% 2-Mercaptoethanol 50mM (v/v), 10% Hitze-inaktiviertes (30 min bei 56°C) fetales
Kélberserum (v/v)

Friermedium: 90% FCS (v/v), 10% Dimethylsulfoxid (v/v)

Wasch- und Blockpuffer: PBS, 3% BSA (g/v)

Verdiinnungspuffer: PBS, 3% BSA (g/v), 0,5% Tween® 20 (v/v)

AMP-Puffer (1 M): 9,5% 2-Amino-2-methyl-1-propanol (v/v), 0,015% Magnesium-
chlorid (g/v), 10% Triton® X-405; Anpassung des pH auf 10,25 mit Chlorwasserstoff;
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Sterilisierung durch Filtration
Entwicklungspuffer: 10 mg 5-Bromo-4-chloro-3-indolylphoshat, 10 ml AMP-Puffer; 20
min Inkubation bei 65°C; Addition von 2,5 ml geschmolzener Agarose 3% (v/v)

SDS-Page

4x SDS-Page Probenpuffer: 125 mM Trizmabase (pH 6,8), 6% SDS (g/v), 30%
Glycerin (v/v), 0,2% Bromphenolblau (g/v), 10% B-Mercaptoethanol (v/v)
Sammelgel 5%: 0,33 ml 30% Acrylbisacrylamid, 0,25 ml 1,5 M Tris (pH 6,8), 0,02 ml
10% SDS, 0,02 ml 10% APS, 0,002 ml TEMED auf 1,4 ml Aqua dest.

Trenngel 12%: 4 ml 30% Acrylbisacrylamid, 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,1 ml 10%
SDS, 0,1 ml 10% APS, 0,004 ml TEMED auf 3,3 ml Aqua dest.

1x Laufpuffer: 1% SDS (g/v), 0,3% Tris (g/v), 1,44% Glycin (g/v)

Western Blot

Semidry Transferpuffer: 25 mM Tris, 150 mM Glycin, 10% Methanol (v/v)
Blockpuffer: PBS, 0,1% Tween® 20 (v/v), 4% BSA (g/v)

PBST: PBS, 0,1% Tween® 20 (v/v)

Serum-Verdiinnungspuffer: PBS, 0,1% Tween® 20 (v/v), 1% BSA (g/v)
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2.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Material

Analysenwaage PM 4000
Eppendorf Tubes 1,5 ml, 2 ml
Falcon Tubes 15 ml, 50 ml
Feinwaage AT 260-S DeltaRange

Glaspipetten: 5 ml, 10 ml, 25 ml

Multipipette: Costarl2-pette

Pipettierhelfer accu-jet®

Pipetten: Labmate™, L10, L20, L200,
L1000

Pipettenspitzen
Vortex Schiittler

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus

ELISA
Material
Nunc™-Immuno Platten MaxiSorp F96
Nunc?™-Immuno Washer 12

ELISA-Schittler Titramax 1000

ELISA-Reader Expert 96 Type G018065

Produzent

Mettler-Toledo GmbH, GieBen
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Mettler-Toledo GmbH, GieBen

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co. KG,
Eberstadt

Corning B.V. Life Sciences, Schiphol-Rijk,

Niederlande
BRAND GmBH & Co. KG, Wertheim

Abimed Analysen-Technik GmbH, Langen-
feld

Sarstedt AG & Co., Nirnbrecht
neoLab GmbH, Heidelberg

DJB Labcare Ltd, Newport Pagnell, England

Produzent
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Wiesbaden

ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Osterreich
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ELISPOT
Material
Lithium-Heparin-Monovetten

Neubauer Zahlkammer

CORNING Costar® 24-Well Cell Culture
Plates

CORNING Costar® 96-Well Cell Culture
Plates

SDS-Page

Material

Comb 2 tooth, 1 mm

Gasket, Casting stand

Glass plates Mini Protean® 3system
|TM

Gelkammer Mini Protean |

TB1 Thermoblock

Western Blot

Material

Graphitelektroden Blue Flash-L
Mini Protean® |l multiscreen

Trans-Blot® Transfer

Nitrocellulose membrane (0,45 pm)

Medium pure

CCD-Kamera

Produzent
SARSTEDT AG & Co., Nimbrecht
bioanalytic GmbH, Umkirch/Freiburg

BioExpress, Kaysville, USA /3524

BioExpress, Kaysville, USA /3599

Produzent

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Biometra biomedizinische Analytik GmbH,
Gottingen

Produzent
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

PEQLAB Biotechnologie GMBH, Erlangen

27



2.1.4 Software
Programm Produzent

Microsoft® Excel 2002 Microsoft Deutschland GmbH,

UnterschleiBheim

Tinn-R Version 1.17.2.4 Rgui, GNU General Public License
(http://www.sciviews.org/Tinn-R/)

R Version 2.6.2 The R Foundation for Statistical Com-
puting, Wien, Osterreich (http://www.r-
project.org)

ImageJ 1.40g National Institutes of Health, USA
(http://rsb.info.nih.gov/ij/)
JMP® 9.0.0 SAS Institute GmbH, Heidelberg

2.2 Herkunft der Proben

Die Proben stammen aus einer klinischen Studie der Phase la zur Sicherheit und immuno-
genen Aktivitat des Impfstoffkandidaten GMZ2, eines GLURP-MSP3-Fusionsproteins,
die von Oktober 2006 bis Dezember 2007 am Institut fiir Tropenmedizin der Universitat
Tibingen durchgefiihrt wurde (92) (Erlauterung klinischer Studien s. Kap. A.1 auf S.
80). Von 57 Probanden wurden 30 in die Studie aufgenommen. Aufnahmekriterien waren
vollstandige Gesundheit, Bereitschaft zur Teilnahme an der Studie und keine vorhande-
ne Antikorperreaktion im ELISA auf die Komponenten des Impfstoffkandidaten MSP3
und GLURP. Die Probanden wurden zufallig in drei Gruppen eingeteilt. Die Gruppen
erhielten drei Impfungen an den Tagen 0, 28 und 56 mit unterschiedlichen Dosen des
Antigens GMZ2 (Gruppe |: je 10 pg, Guppe II: je 30 pg und Gruppe Ill: je 100 pg).
Am Tag 0, 28, 56, 84 und 365 wurde den Probanden Blut fiir Untersuchungszwecke
abgenommen. An allen fiinf Tagen wurde die Immunglobulinkonzentration im Serum
mittels Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) und Western Blot gemessen. Am
Tag 0, 84 und 365 wurden zusatzlich mononukledre Zellen des peripheren Blutes kon-
serviert, um mit dem Enzyme-linked immunospot assay (ELISPOT-Assay) die Zahl der
antikorpersezernierenden Zellen zu bestimmen.

Als Positivkontrolle wurde eine Mischprobe aus Seren von semi-immunen Personen

aufgetragen. Mischseren von Europaern, die noch nicht mit Malaria in Kontakt gekom-
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Abbildung 2.1: Prinzip des direkten ELISA.
(1) Das Antigen (griin) haftet am Boden des Wells. Freie Platze werden durch
den Blockpuffer (violett) gesperrt. (2) Spezifischer humaner Antikorper bindet
an das Antigen. (3) Peroxidase (POD)-markierter antihumaner Antikorper
bindet an den humanen Antikérper. (4) POD katalysiert Tetramethylbenzidin,
dabei kommt es zu einem Farbumschlag von blau nach gelb.

men waren und keine Kreuzreaktion gegen das Antigen aufwiesen, wurden als Negativ-

kontrolle verwendet.

2.3 Methoden

2.3.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Prinzip des ELISA

Der ELISA ist ein quantitativer Immunoassay, der in den frithen 1970er-Jahren entwickelt
wurde (93, 94). Das Hauptprinzip ist die Bestimmung einer Antigen- oder Antikorper-
konzentration anhand des Substratumsatzes eines Markerenzyms. Bei der in dieser Arbeit
verwendeten direkten Form ist das Antigen an die feste Phase adsorbiert und es wurden

antigenspezifische Antikorper bestimmt (s. Abb. 2.1).

Versuchsaufbau

Die Seren wurden 1:200 in Serum-Verdiinnungspuffer verdiinnt. Nach einem in der Ar-
beitsgruppe bereits etablierten Protokoll (92) wurde der ELISA durchgefiihrt.

Die Spalten 1 und 2 der Mikrotiterplatte wurden mit einer 1:2-Verdiinnungsreihe des
gereinigten, polyklonalen IgG als Referenzstandard beladen. Dazu wurden in die Wells

je 100 pl des Referenzstandards pipettiert, wobei die Konzentration in der ersten Zeile
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1000 ng/ug in PBS, in der zweiten Zeile 500 ng/ug etc. betrug. Das Antigen GMZ2
wurde in PBS verdiinnt (0,5 pg/ml) und jedes Well der Spalten 3 bis 12 wurde mit 100 pl
gecoatet. Die Platten wurden iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am darauffolgenden Tag wurden die Platten vier Mal mit ca. 200 pul PBST pro
Well gewaschen und gut trocken geklopft und anschlieBend mit 150 pl Blockpuffer pro
Well bei Raumtemperatur auf dem Schiittler fiir eine Stunde inkubiert, um unspezifische
Bindungen zu verhindern. Die Wells wurden vier Mal mit ca. 200 pl PBST gewaschen und
trocken geklopft. AnschlieBend wurden die Platten mit Proben beladen. Dabei wurden je
100 pl gut gemischtes Serum in Serumverdiinnugspuffer (1:200) aufgetragen und in der
nachsten Reihe 1:2 mit Verdiinnungspuffer verdiinnt (100 pl pro Well) (s. Abb. 2.2). Die
Spalten mit Standard wurden in diesem Schritt mit je 100 pl Verdiinnungspuffer gefiillt.

Je 100p! Serum VP 1 Je 100ul Serum VP 2

(1:200) (1:200) Ete.

Je 100pl Serum VP 2 Je 100ul Serum VP 2
(1:400) (1:400)

Je 100l
Verdlnnungspuffer

Abbildung 2.2: Pipettier-Schema der Seren fiir den ELISA
VP = Versuchsperson

Die Platten wurden zwei Stunden bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert.
AnschlieBend wurden die Platten vier Mal mit ca. 200 pl PBST pro Well gewaschen
und trocken geklopft. An Peroxidase gekoppelter, sekundarer Antikorper wurde in einer
Verdiinnung von 1:3000 in Verdinnungspuffer zugegeben (100 pl pro Well) und fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Die Platten wurden vier Mal
mit ca. 200 pl PBST pro Well gewaschen und trocken geklopft. 100 ul/Well TMB One
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wurde zligig auf die Platten pipettiert und diese im Dunkeln inkubiert. Nach genau 20
Minuten wurde die Reaktion mit 100 pl Schwefelsaurelosung pro Well gestoppt und die
Absorption der einzelnen Wells im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 450 nm gegen
eine Referenzwellenldange von 620 nm gemessen. Die in der Auswertung verwendeten

Daten wurden von der Arbeitsgruppe unter Dr. med. Meral Esen erhoben.

2.3.2 Enzyme-linked immunospot assay (ELISPOT)
Prinzip des ELISPOT

Das Verfahren des ELISPOT, das 1983 von Czerkinsky entwickelt wurde (95), dhnelt
im Prinzip dem des ELISA. Antikorpersezernierende Zellen werden auf Platten gegeben,
die mit Antigen gecoatet wurden. Die sezernierten Antikorper konnen dann nach einer
Inkubationsperiode mittels eines enzymmarkierten Antikorpers als Spots auf der Platte
detektiert werden. Die Zahl der ermittelten Spots entspricht der Zahl der sezernierenden

Zellen.

Versuchsaufbau

Isolation der mononuklearen Zellen des peripheren Blutes: Nach der sterilen
Blutentnahme in Lithium-Heparin-Monovetten wurde die Isolation der mononuklearen
Zellen innerhalb von zwei Stunden vorgenommen.

Zuerst wurde das Blut 1:1 mit auf 37°C erwarmtem HBSS verdiinnt. AnschlieBend
wurde die Probe auf 15 ml der auf 4°C gekiihlten FICOLL-Losung geschichtet und
fiir 20 min bei 1250 RPM zentrifugiert. Nachdem ein Teil des Uberstands an Plasma
verworfen wurde, wurde die Grenzschicht mit den mononukledren Zellen in ein neues
Zentrifugenrohrchen aberfithrt und mit HBSS auf 15 ml aufgefiillt. Nach einer weiteren
zehnminiitigen Zentrifugation bei 1400 RPM und Raumtemperatur wurde der Uberstand
erneut verworfen und die Zellen in 10 ml HBSS resuspendiert. Der Anteil an Zellen in
50 pl wurde anschlieBend in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt, die Probe erneut
fir 10 min bei Raumtemperatur und 1400 RPM zentrifugiert und zuletzt wurden die

Zellen bei -150°C in Friermedium aufbewahrt.

Ausdifferenzierung von B-Gedachtniszellen: Zur Weiterverwendung der mononu-
kledren Zellen wurden diese aufgetaut und zweimal mit Zellkulturmedium gewaschen,
bevor sie in einer Konzentration von 10° Zellen pro ml in Zellkulturmedium mit 2,5 pg/ml
CpG-L6sung und 10 pg/ml IL-15 resuspendiert wurden. AnschlieBend wurde eine Zellkul-
turplatte mit 1 ml/Well der Zellsuspension beladen und fiir sechs Tage bei 37°C/5% CO,
inkubiert.
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ELISPOT: Das Coating der 96-Well-Platten erfolgte mit drei unterschiedlichen Lo-
sungen (100 pl pro Well):

1. Zum Nachweis der Zellen, die IgG gegen das Antigen GMZ2 sezernieren, mit dem
Antigen in einer Konzentration von 0,5 pg/ml und 5 pg/ml in PBS

2. Als Positivkontrolle mit einer Antikorperlosung des Goat anti-human IgG in einer

Konzentration von 5 pg/ml in PBS zum Nachweis aller IgG sezernierenden Zellen
3. Als Negativkontrolle mit PBS

Die Platten wurden tber Nacht bei 4°C inkubiert, am nachsten Tag einmal mit 200 pl
des Waschpuffers gewaschen und anschlieBend 30 min bei Raumtemperatur mit Block-
puffer inkubiert. Dann wurden die Platten erneut einmalig mit PBS gewaschen. An-
schlieBend wurden die Platten mit 2x10° Zellen beladen und in einer vierfachen 1:2-
Verdiinnungsreihe mit RPMI verdiinnt (je 100 pl pro Well) und drei Stunden bei 37°C/5%
CO; inkubiert. AnschlieBend wurden die Wells fiinf Mal mit 100 pl des Verdiinnungs-
puffers gewaschen. Der mit Biotin markierte sekundare Antikérper wurde nun in einer
Verdiinnung von 1:3000 in Verdiinnungspuffer zugegeben und fiir 30 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Die Platten wurden erneut drei Mal mit PBS/0,5% Tween®20 und
zwei Mal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde je Well 100 pl der 1:3000 in PBS
verdiinnten Streptavidin-alkalischen Phosphatase auf die Platte gegeben und 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden erneut dreimal mit PBS gewaschen. Zu-
letzt wurden 100 pl Entwicklungspuffer je Well zugegeben und die Platten 10 min bei
4°C, dann 10 min bei Raumtemperatur und 2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die Platten
wurden dann von zwei unabhangigen Personen auf einem stereoskopischen Mikroskop
ausgelesen. Die in der Auswertung verwendeten Daten wurden von der Arbeitsgruppe

unter Dr. med. Meral Esen erhoben.

2.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Das Antigen GMZ2 und der Dual Color Standard wurden in einem 5%-Sammelgel (g/v)
und einem 12%-Trenngel (g/v) aufgetrennt. Die Gele hatten folgendes Volumen:

Sammelgel: 85 mm x 10 mm x 10 mm

Trenngel: 85 mm x 65 mm x 10 mm.

Nach Beginn der Polymerisation durch die Zugabe von 4 pyl TEMED wurde das
Trenngel sofort zwischen zwei Glasplatten gegossen. Es wurde mit 1 ml Isopropanol
uberschichtet, um eine gerade Oberkante zu erhalten. Das Gel hartete innerhalb von
40 min bei Raumtemperatur aus. Der Alkohol wurde abgegossen, die Glasplatten gut

mit Filterpapier getrocknet und das Sammelgel gegossen. 100 pl Antigen wurden mit

32



33 pl Auftragspuffer versetzt (92,5 pg/ml), 3 min bei 95°C denaturiert und auf das
Sammelgel aufgetragen. Bei 50 bis 110 Volt wurde das Protein in 120 min aufgetrennt.

2.3.4 Western Blot

Prinzip des Western Blot

Die durch das SDS-Page-Verfahren nach ihrem molekularen Gewicht aufgetrennten Pro-
teine werden durch den Western Blot auf eine Membran tiibertragen (96, 97). Auf dieser
Membran kénnen Antikorper aus Probeseren nichtkovalent an die Antigene binden und

mittels eines Peroxidase markierten sekundaren Antikorpers sichtbar gemacht werden.

Versuchsaufbau

Der Transfer des Antigens auf die Nitrozellulosemembranen erfolgte mittels des ,,Semi-
dry“-Verfahrens. Zuerst wurden die Graphitelektroden der Blottingapparatur mit dem
Transferpuffer befeuchtet. Zwischen die Elektroden wurden zwei Lagen in Transferpuffer
getrankten Blotpapiers, darauf ein befeuchtetes Filterpapier, die Nitrozellulosemembran,
das Gel, ein befeuchtetes Filterpapier und zwei Lagen getranktes Blotpapier aufgebracht.
Bei 1 mA/cm? erfolgte der Transfer innerhalb von 75 min bei Raumtemperatur. Um
Gelreste von der Membran zu entfernen, wurde diese anschlieBend einmal mit PBST
gewaschen. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch eine einstiindige Inkubation der
Membran mit dem Blockpuffer bei Raumtemperatur abgesattigt. Der Blot wurde drei
Mal mit PBST gewaschen. AnschlieBend wurde der Blot in den Bio-Rad Multiscreen
eingebracht. Die ersten zwei Bahnen wurden mit je 600ml Positivkontrolle (Verdiinnung
1:500 und 1:1000) befiillt. Die restlichen Bahnen wurden mit je 600 ml der Seren von
Tag 0 bis Tag 365 der Impfstudie (Verdiinnung 1:200 und 1:1000) befiillt (s. Abb. 2.3
auf S. 34 und 2.4 auf S. 35) und eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schiittler
inkubiert. Danach wurden die Seren mit einer Pipette zur Aufbewahrung entnommen und
der Blot einmal im Multiscreen und drei Mal in einer Glasschale mit PBST gewaschen.
Der sekundare Antikorper (Verdinnung 1:3000 in PBST, 0,5% BSA (g/v)) wurde eine
Stunde mit dem Blot bei Raumtemperatur inkubiert, der Blot drei Mal gewaschen. Je
250 ml der Detektionsreagenzien A und B wurden gemischt und der Blot darin 3 min
inkubiert. Mit einer Photokamera wurde in einer Dunkelkammer bei fiinfzehnminitiger
Belichtungszeit die Reaktion detektiert und als jpeg-Dokument gespeichert.
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Standard PC Proband A Proband B
Tag0 Tag28 Tag 56 Tag 84 Tag 365 |[Tag0 Tag 28 Tag 56
Verdiinnung | 1:500 1:1000 |1:200 | 1:200 1:1000 | 1:200 1:1000 {1:200 1:1000 |1:200 1:1000 | 1:200 | 1:200 1:1000| 1:200 1:1000
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Abbildung 2.3: Schema der Beladung der Membran des Western Blot - Blot 1
PC = Positivkontrolle

2.4 Auswertung

2.4.1 ELISA

Die jeweiligen Serum-Antikorperkonzentrationen in der Verdiinnung 1:200 wurden mit
Hilfe der Standardkurve in pug/ml berechnet. Zu diesem Zweck wurde mit den Program-
men MS Excel, R und Tinn-R gearbeitet. AnschlieBend wurde zur weiteren Verwendung

der Mittelwert aus den doppelten Messungen gebildet.

2.4.2 ELISPOT

Jeder sichtbare Spot entspricht einer antikorpersezernierenden Zelle. Die Spots wurden
ausgezahlt, der Mittelwert aus dem Doppelansatz gebildet und die Ergebnisse als Spots
je 100.000 Zellen prasentiert.

2.4.3 Western Blot

Anhand des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ wurde die Farbtiefe der Proteinbande
bei 260 kDa (s. Abb. 3.1 auf S. 38 und Abb. 3.2 auf S. 39) gegen verschiedene Hinter-

grundinformationen gemessen. Daflir wurde die Bilddatei zuerst invertiert. AnschlieBend
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Standard PC Proband B Proband C
Tag 84 Tag 365 Tag 0 Tag 28 Tag 56 Tag 84 Tag 365

Verdinnung | 1:500 1:1000 | 1:200 1:1000 (1:200 1:1000( 1:200 | 1:200 1:1000 | 1:200 1:1000 | 1:200 1:1000 | 1:200 1:1000
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Abbildung 2.4: Schema der Beladung der Membran des Western Blot - Blot 2
PC = Positivkontrolle

wurde der homogene Anteil der Bande bei 260 kDa mit einem rechtwinkligen Werkzeug
ausgewahlt (ca. 3/4 der Bande) und die mittlere Bilddichte bestimmt. Vier unterschied-
liche Algorithmen wurden zur Berechnung der mittleren Bilddichte des Hintergrundes
gewahlt (s. Tab. 2.5 auf S. 36).

AnschlieBend wurden diese Werte in eine Excel-Datei libertragen und die Differenz
der mittleren Bilddichte der Bande (Minuend) und des Hintergrunds (Subtrahend) wurde
als MaB fiir die Immunglobulinkonzentration der Seren berechnet. Falls der Wert der

Differenz einen negativen Wert ergab, wurde dieser durch ,0" ersetzt.

2.4.4 Statistische Auswertung aller Verfahren

Die folgenden Berechnungen wurden mit dem Statistik-Programm JMP® durchgefiihrt.
Zunachst wurde fiir alle drei Methoden der arithmetische Mittelwert, die Standardabwei-
chung, das 95%-Konfidenzintervall sowie der Median nach Tagen und Gruppen getrennt
bestimmt und das Vorliegen einer Normalverteilung ermittelt. AnschlieBend wurden die
Werte des Western Blot mit dem natirlichen Logarithmus logarithmiert, wobei zu allen
Werten ,,1,0" addiert wurde, um den fiir diese Rechnung nicht zuldssigen Wert ,,0" zu

eliminieren. Die Auswahl des passenden Berechnungsalgorithmus fiir die Subtraktion des

35



Tabelle 2.5: Berechnungsweisen der Algorithmen

Algorithmus 1 | Die mittlere Bilddichte des Abschnitts unterhalb der Bande
wurde mit einem polygonalen Auswahlwerkzeug bestimmt

Algorithmus 2 | Die mittlere Bilddichte des Abschnitts oberhalb der Bande
wurde mit einem rechtwinkligen Auswahlwerkzeug bestimmt

Algorithmus 3 | Die mittlere Bilddichte des gesamten Blots wurde bestimmt

Algorithmus 4 | Die mittlere Bilddichte des gesamten Streifens, auf den das
jeweilige Serum einwirkte, wurde bestimmt

Hintergrundes wurde mittels einer Bland-Altman-Analyse der Algorithmen durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde fiir alle Methoden eine univariate Varianzananlyse nach Gruppen
durchgefihrt.

Die Werte aller Tage sowie des Tags 84 der verschiedenen Verfahren wurden an-
hand einer Korrelationsanalyse auf eine statistische Korrelation untersucht. Da davon
ausgegangen wurde, dass die Werte des Western Blot und des ELISA in derselben MaB-
einheit gemessen wurden, wurden die Werte des ELISA und des Western Blot anhand
des Bland-Altman-Blots auf Korrelationen tberpriift.

Um die Fragestellung zu tberpriifen, ob die Verfahren trotz einer moglichen Korrela-
tion der Werte an einzelnen Tagen Unterschiede in der Entwicklung der Immunreaktion
uber die Zeit anzeigen, wurde eine Korrelation der Veranderung der Werte liber die Zeit
vorgenommen. Es wurde jeweils ein r-Wert sowie das 95%-Konfidenzintervall bestimmt.

Als Signifikanzniveau fir alle Untersuchungen wurde o = 5% gewahlt und dieses
durch die Anzahl der bestimmten Signifikanzen (n=60) geteilt. Somit wurde bei einem

Wert <0,00083 von einem signifikanten Ergebnis ausgegangen.
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Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Stichprobe

Die Stichprobe bestand aus 30 gesunden Probanden, die randomisiert in drei Gruppen a
zehn Personen eingeteilt wurden. Das mittlere Alter der 20 Frauen und zehn Manner lag
bei 32,1 Jahren (Bereich: 18,6-45,3 Jahre). Je ein Proband der Gruppe Il und der Gruppe
[l standen fiir die Nachuntersuchung nach einem Jahr nicht mehr zur Verfligung. Ein
Proband der Gruppe Ill bekam aufgrund eines Unfalls nur zwei Impfdosen. Von Gruppe

| wurden nur 8 der 10 Seren verwendet.

3.2 Auswertung des Western Blot

3.2.1 Proteinbanden

Alle Probanden zeigten eine deutliche Reaktion der Antikorper gegen das Antigen GMZ2
bei 260 kDa wie in den Abbildungen 3.1 auf S. 38 und 3.2 auf S. 39 anhand der Probanden
2, 3 und 10 zu sehen ist (schwarzer Pfeil). Zur Bestimmung der Immunglobulinkonzen-
tration wurde deshalb im Folgenden mit der Bilddichte dieser Bande gerechnet.

Manche Probanden zeigten weitere Antikorperbanden gegen Fragmente des Antigens
wie beispielhaft in der Abbildung 3.1 auf S. 38 am Beispiel des Probanden 2 (Tag 84
und 365 abgebildet) und des Probanden 3 (alle Tage abgebildet) gezeigt wurde. Es war
zu erkennen, dass sowohl Proband 2 als auch Proband 3 am Tag 84 einen Antikorper
gegen ein 230 kDa groBes Fragment des Antigens GMZ2 gebildet hatten (weiBer Pfeil).
Am Tag 84 wurde bei beiden Probanden ebenfalls eine diinnere Bande bei etwa 80 kDa
beobachtet (schwarzes Dreieck). Diese Bande war am Tag 84 auch bei Proband 10 in
der Abbildung 3.2 auf S. 39 positiv.
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Es war insgesamt eine Tendenz zu ersehen, dass an den Tagen, an denen die Proban-
den eine starkere Immunreaktion gegen das Antigen GMZ2 zeigten, auch eher Antikorper
gegen Fragmente des Antigens gebildet wurden (s. Abb. 3.1).

Proband 2 Il Proband 3
Probe PC | Tag84 | Tag365||Tag0| Tag28 | Tag56 | Tag84 | Tag 365
Verdiinnung 0,002|0,001| 0,005/0,001| 0,005|0,001||0,005 | 0,005|0,001]0,005|0,001| 0,005|0,001|0,005| 0,001

250 kDa

.

-
150 kDa
100 kDa :

75kDa
50kDa
37 kDa

25kDa

Abbildung 3.1: Western Blot der Probanden 2 und 3
PC = Positivkontrolle, kDa = kiloDalton

3.2.2 Positivkontrolle

In drei Messreihen konnte gezeigt werden, dass die gemessene Immunglobulinkonzentra-
tion der Positivkontrolle in einer Verdiinnungsreihe annahernd linear abféllt (s. Abb. 3.3
auf S. 40).

Deshalb wurde die Positivkontrolle bei den weiteren Messungen innerhalb der Stich-
probe in nur zwei Verdinnungen (1:500 und 1:1000) auf jedem Blot mitgefiihrt.

Da die Proben mancher Patienten auf zwei unterschiedlichen Blots aufgetragen wur-
den, wurde im Rahmen der Auswertung sowohl der urspriingliche Wert als auch der

Quotient aus dem jeweiligen Wert und der Positivkontrolle in der Verdiinnung von 1:500
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Proband 10 PC |Tag0| Tag28 | Tag56 | Tag84 | Tag 365
Verdlnnung 0,002,001 0,005| 0,005| 0,001| 0,005| 0,001] 0,005| 0,001| 0,005| 0,001

150 kDsz
100 kDs

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

Abbildung 3.2: Western Blot des Probanden 10
PC = Positivkontrolle, kDa = kiloDalton

verwendet. Hierdurch werden mogliche Unterschiede der Intensitdt zwischen den Blots

herausgerechnet.

3.2.3 Auswahl der Verdiinnung

Im Rahmen der Entwicklung des Western Blot wurden verschiedene Verdiinnungen ge-
testet. Eine Verdliinnung der Seren von 1:200 ergab fiir alle Tage gute Ergebnisse. Im
weiteren Verlauf wurde mit dieser Verdiinnung gearbeitet.

3.2.4 Deskriptive Statistik des Western Blot

Fir alle vier berechneten Algorithmen (Berechnung der Algorithmen s. Tab. 2.5 auf
S. 36) wurden der arithmetische Mittelwert 7, die Standardabweichung o, das 95%-
Konfidenzintervall (95%-KI) und der Median Z bestimmt (s. Tab. B.1 auf S. 83). Es
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Abbildung 3.3: Verdiinnungsserie der Positivkontrolle nach Algorithmus 3
lgG = Immunglobulin

wurde ersichtlich, dass an den Tagen 56 und 84 eine Normalverteilung der Werte fiir alle
Algorithmen angenommen werden konnte wie am Beispiel von Algorithmus 1 und 3 in
den Abbildungen 3.4 auf S. 41 und 3.5 auf S. 41 zu erkennen war. Fiir die Algorithmen 1,2
und 3 konnte auch am Tag 365 eine Normalverteilung angenommen werden (s. Tab. B.1
auf S. 83, Abb. 3.4 auf S. 41 und Abb. 3.5 auf S. 41) und fiir den Algorithmus 3 auch am
Tag 0 (s. Tab. B.1 auf S. 83 und Abb. 3.5 auf S. 41). Durch eine Transformierung der
Daten durch Logarithmieren ergab sich hier keine Verbesserung, so dass im folgenden

mit den urspringlichen Daten weitergearbeitet wurde (s. Tab. B.2 auf S. 85).

3.2.5 Auswahl des Algorithmus

Eine Bland-Altman-Analyse wurde verwendet, um das MaB der Ubereinstimmung zwi-
schen den verschiedenen Auswertungsalgorithmen zu bestimmen. An allen Tagen fand
sich eine gute Ubereinstimmung zwischen Algorithmus 1 und Algorithmus 4 (s. Tab. 3.1
auf S. 43). Aufgrund der Berechnungsweise von Algorithmus 1, der im Gegensatz zum
Algorithmus 4 die Bande bei 260 kDa nicht mit einbezieht (s. Tab. 2.5 auf S. 36), wurde

fir das weitere Vorgehen der Algorithmus 1 herangezogen.

40



Tag 0 Tag 28 Tag 56 Tag 84 Tag 365

200 200 200 200 200
150_ 150 _ 150_| 150_| 150_]
o o I o I
= i = < = =
0 Q o .0 © )
3 100 S 100 B 100 | 3 100 3 100
m m o o m
< < ey < <
[&] 1 [} [§] [} [S] b
£ 50 € 50 € 5 € 5 € 50
o o o 77 o 77 o %
> > > k= >
0. % 0. 0. 0. 0

Abbildung 3.4: Box Blots des Algorithmus 1 des Western Blot
IgG = Immunglobulin G

Tag 0 Tag 28 Tag 56 Tag 84 Tag 365
200 200 200 T 200 200
@ ® e | o ®
5 150 5 150_] 5 150 | 5 150 _] 5 150_|
o e} © e} i)
ke - k) - ke i ko) S
m m m o m
5 100 5 100 5 100 5 100 5 100
(] ® @ © (0]
c c c c c
2 2 ] % % 2
= 50 = 50 = 50 = 50 = 50
0 0] 0 0 0|

Abbildung 3.5: Box Blots des Algorithmus 3 des Western Blot
lgG = Immunglobulin G

Der Auswertungsalgorithmus 2 ergab durch die ahnliche Bilddichte der verwendeten
Ausschnitte besonders haufig negative Ergebnisse. Auch ergab der Quotient aus Origi-
nalwert und Positivkontrolle haufig extreme AusreiBer (s. Tab. B.1 auf S. 83). Ebenfalls
stimmten die Werte an Tag 28, 56 und 84 iiberwiegend mit Algorithmus 1 und 4 Gberein
(s. Tab. 3.1 auf S. 43). Deshalb wurde Algorithmus 2 nicht weiter verwendet.

Der Auswertungsalgorithmus 3 unterschied sich an allen Tagen am deutlichsten von
den anderen Algorithmen und wurde deshalb ebenfalls zur weiteren Analyse verwendet
(s. Tab. 3.1 auf S. 43).

41



Tabelle 3.1: Ubereinstimmung der Algorithmen in Bland-Altman-Analyse

verglichene Algorithmen Tag Korrelation
1&4 0 0,79
28 0,99
56 0,99
84 0,99
365 0,73
1&3 0 0,26
28 0,64
56 0,77
84 0,77
365 0,16
1&2 0 0,44
28 0,90
56 0,81
84 0,89
365 0,74
2&3 0 0,05
28 0,62
56 0,64
84 0,68
365 0,22

42



Tabelle 3.1: Ubereinstimmung der Algorithmen in Bland-Altman-Analyse

verglichene Algorithmen Tag Korrelation

2& 4 0 0,45
28 0,89
56 0,82
84 0,91
365 0,51

3&4 0 0,26
28 0,64
56 0,79
84 0,76
365 -0,12

3.2.6 Univariate Varianzanalyse nach Gruppen

In der univariaten Varianzanalyse der Werte des Algorithmus 1 und 3 nach Gruppen

zeigte sich kein signifikanter Unterschied:
Algorithmus 1: F = 1,351, Wahrscheinlichkeit >F = 0,2624

Algorithmus 3: F = 1,531, Wahrscheinlichkeit >F = 0,22

3.3 Auswertung des ELISA

3.3.1 Deskriptive Statistik des ELISA

Es wurden der arithmetische Mittelwert T, die Standardabweichung o, das 95%-Konfidenz-
intervall und der Median ¥ der Werte des ELISA nach Gruppen und Tagen bestimmt
(s. Tab. B.3 auf S. 85). Aus den Werten in Tab. B.3 auf S. 85 und den Box-Blots in
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Abbildung 3.6 wurde ersichtlich, dass am Tag 84 eine Normalverteilung der Werte fir
alle Gruppen angenommen werden konnte.

Tag 0 Tag 28 Tag 56 Tag 84 Tag 365
& 4 & 4 4
3,5 3,5 35] T 3,5 3,5
3. 3 3 3 3
2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
5 5 5 C 5
> 2 > 2] > 2 B 2] > 2.
=3 o a3 =2 =2
= £ £ £ <
o 1,5 s 15 2 1,5 o 1,5 o 1,5
2 1 2 1 2 1 2 1 2 1
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
ol L 0 0. 0. 0.
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Abbildung 3.6: Box-Blots der Werte des ELISA
IlgG = Immunglobulin G

3.3.2 Univariate Varianzanalyse nach Gruppen

In der univariaten Varianzanalyse der Werte des ELISA nach Gruppen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied:

F = 0,277, Wahrscheinlichkeit > F = 0,7582

3.4 Auswertung der Auszahlung Ak-sezernierender
Zellen mit dem ELISPOT

3.4.1 Deskriptive Statistik des ELISPOT

Es wurden der arithmetische Mittelwert 7, die Standardabweichung o, das 95%-Konfi-
denzintervall und der Median = der Werte des ELISPOT nach Gruppen und Tagen
bestimmt (s. Tab. B.4 auf S. 86). Es wurde ersichtlich, dass am Tag 84 eine Normalver-
teilung der Werte fiir Gruppe | und Gruppe Ill und am Tag 365 eine Normalverteilung
der Werte fiir Gruppe |l angenommen werden kann (s. Abb. 3.7 auf S. 45).

3.4.2 Univariate Varianzanalyse nach Gruppen

In der univariaten Varianzanalyse der Werte des ELISPOT nach Gruppen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied:

F = 1,668, Wahrscheinlichkeit >F = 0,1952
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Gruppe 1-3 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
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Abbildung 3.7: Box-Blots der Werte des ELISPOT
IgG = Immunglobulin G

3.5 Vergleich der Ergebnisse des Western Blot mit
denen des ELISA und des ELISPOT

Da die univariate Varianzanalyse der unterschiedlichen Methoden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen ergab (s. auch Kap. 3.2.6, 3.3.2 und 3.4.2), wurden

im Folgenden die Werte aller Gruppen gemeinsam zur weiteren Analyse verwendet.

3.56.1 Vergleich der Daten aller Tage

Mit allen drei Methoden konnte ein deutlicher Anstieg der immunologischen Reaktion
der Probanden gezeigt werden (s. Abb. 3.8 auf S. 46 und Abb. 3.9 auf S. 47).

Es wurde nun zuerst tberpriift, ob die Ergebnisse der Verfahren miteinander korre-
lieren. Fir diesen Vergleich wurden zunachst die Werte, die an den unterschiedlichen
Tagen gemessen wurden, gemeinsam verwendet.

Mittels Bland-Altman-Analyse wurde ein starker signifikanter Zusammenhang des
ELISA mit dem Western Blot bestimmt (s. Tab. 3.2 auf S. 48 und Abb. 3.10a auf S. 47).
Die Korrelation des Quotienten aus den Western-Blot-Werten und der Positivkontrolle
und der Werte des ELISA war ahnlich stark und ebenfalls signifikant (s. Tab. 3.3 auf S.
49 und Abb. 3.11 auf S. 50).

Die Korrelation der Werte des Western Blot mit denen des ELISPOT war geringer
aber signifikant (s. Tab. 3.2 auf S. 48 und Abb. 3.10a auf S. 47). Und auch die Korrelation
des Quotienten aus den Western-Blot-Werten und der Positivkontrolle und der Werte
des ELISPOT war mittelstark und signifikant (s. Tab. 3.3 auf S. 49 und Abb. 3.11 auf
S. 50). Wurde ein AusreiBer — der Wert des Tags 84 des Probanden 30, der im ELISPOT
einen viel hoheren Wert hatte als der Rest — ausgeschlossen, sank die Korrelation von
ELISPOT und Western Blot sowohl fiir die Originalwerte (s. Tab. 3.2 auf S. 48 und
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Abbildung 3.8: Immunologische Reaktion (iber den Zeitraum der Studie gemessen mit dem
Algorithmus 1 des Western Blot
IgG = Immunglobulin G

Abb. 3.10b auf S. 47) als auch fiir die Quotienten aus Originalwert und Positivkontrolle
(s. Tab. 3.3 auf S. 49). Die Korrelation war jedoch weiterhin signifikant.

Die Korrelation des ELISA mit dem ELISPOT war ebenfalls mittelstark und signifi-
kant und sank minimal nach dem Ausschluss des Werts von Tag 84 des Probanden 30
aus der Berechnung (s. Tab. 3.2 auf S. 48 und Abb. 3.10 auf S. 47).

Die Korrelation der Algorithmen des Western Blot und des ELISA sank ebenfalls
minimal nach Ausschluss des Werts des Tags 84 des Probanden 30 aus der Berechnung
(s. Tab. 3.2 auf S. 48 und Abb. 3.10 auf S. 47).
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Abbildung 3.9: Immunologische Reaktion (iber den Zeitraum der Studie:
a) gemessen im ELISA,
b) gemessen im ELISPOT
lgG = Immunglobulin G
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Abbildung 3.10: Korrelation der Methoden
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Tabelle 3.2: Korrelation von Algorithmus 1 und 3 des Western Blot, ELISA und ELISPOT;

Berechnung der Korrelation von Western Blot und ELISA mittels Bland-Altman-

Analyse

Werte aller Probanden

ohne AusreiBer (Tag 84 des Probanden 30)

r=20,713 r = 0,552
Algorithmus 1 | - 95%-Kl: -47,21- | 95%-KI:  0,38-
(-34,33) 0,69
Wahrscheinlichkeit| p <0,0001*
> |t| <0,0001*
r=0,613 r = 0,426
B, Algorithmus 3 | 95%-KI: 106,49- | 95%-KI:  0,23-
121,91 0,59
Wahrscheinlichkeit| p <0,0001*
> |t| <0,0001*
r = 0,698 r = 0,596 r = 0,571
95%-Kl: -45,87- | 95%-Kl: 105,83- | ELISA 95%-KI: 0,4-0,7
(-33,58) 121,06
Wahrscheinlichkeit| Wahrscheinlichkeit p <0,0001*
> |t| <0,0001* | > |¢| <0,0001*
r = 0,421 r = 0,366 r = 0,558
05%-Kl:  0,22- | 95%-KI:  0,16- | 95%-KI:  0,39- | ELISPOT
0,59 0,54 0,69
p <0,0001* p = 0,0008* p <0,0001*
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Tabelle 3.3: Korrelation der Quotienten aus Originalwert und Positivkontrolle des Algorithmus
1 und 3 des Western Blot, ELISA und ELISPOT:
Berechnung der Korrelation von Western Blot und ELISA mittels Bland-Altman-

Analyse
Werte aller Probanden
—~ r=0,722 r = 0,526
] Quotient  des
- ) . () .

S 0,29) 0,67
2 Wahrscheinlichkeit| p <0,0001*
a > |t| <0,0001*
é r = 0,607 r = 0,4997
< | Quotient 0 _ o _
© 1,09) 0,65
g Wahrscheinlichkeit| p <0,0001*
2 > |t| <0,0001*
5}
g | r=0,709 r = 0,593 r=0571
<
o || 95%-KI:  -0,5-(- | 95%-KI: -1,31-(- | ELISA 95%-KI: 0,4-0,7
% 0,29) 1,09)

Wahrscheinlichkeit| Wahrscheinlichkeit p <0,0001*

> |t| <0,0001* | > |¢| <0,0001*

r = 0,465 r = 0,483 r = 0,558

95%-Kl:  0,27- | 95%-KI: 0,3-0,63 | 95%-KI:  0,39- | ELISPOT

0,62 0,69

p <0,0001* p = 0,0008* p <0,0001*
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Abbildung 3.11: Korrelation der Methoden nach Bildung eines Quotienten aus den Werten

des Western Blot und der Positivkontrolle
PC = Positivkontrolle

3.5.2 Vergleich der Daten von Tag 84

Die Werte am Tag 84 wurden fiir einen weiteren Vergleich herangezogen, da sie fir alle
drei Methoden (auBer Gruppe 2 im ELISPOT) normal verteilt waren und die Probanden
an diesem Tag nach den erhaltenen drei Impfungen die starkste Immunreaktion zeigten.

Ein Vergleich der Daten des Western Blot mit denen des ELISPOT ergab dabei einen
maBigen nicht signifikanten Zusammenhang fiir den Algorithmus 1 und keinen Zusam-
menhang fir den Algorithmus 3 (s. Tab. 3.4 auf S. 51). Verglich man die Quotienten
der Algorithmen mit dem ELISPOT, wurden maBig starke, nicht signifikante Zusam-
menhange beobachtet (s. Tab. 3.5 auf S. 52). Wurde wiederum der AusreiBer, Proband
30, ausgeschlossen, war zwischen ELISPOT und beiden Algorithmen kein signifikanter
Zusammenhang mehr erkennbar (s. Tab. 3.4 auf S. 51). Wurde dieselbe Berechnung mit
den Quotienten aus dem Originalwert und der Positivkontrolle durchgefiihrt, stieg zwar
der Zusammenhang, aber das Ergebnis war weiterhin nicht signifikant (s. Tab. 3.5 auf
S. 52).

Die lineare Korrelation des ELISA mit dem ELISPOT ergab eine mittlere nicht signi-
fikante Korrelation, die ebenfalls nach Ausschluss von Proband 30 aus der Analyse sank
(s. Tab. 3.4 auf S. 51).
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Tabelle 3.4: Korrelation von Algorithmus 1 und 3 des Western Blot, ELISA und ELISPOT
am Tag 84; Berechnung der Korrelation von Western Blot und ELISA mittels
Bland-Altman-Analyse

Werte aller Probanden
§ r = 0,451 r = 0,411
c | Algorithmus 1 | - 95%-KI: 65 - | 95%-KI:  0,05-
-§ 98,06 0,68
2 Wahrscheinlichkeit| p = 0,0208
a > |¢| <0,0001*
g r = 0,438 r = 0,275
< |- Algorithmus 3 | 95%-KI: 143,29 - | 95%-KI:  0,11-
20 175,53 0,59
=
N Wahrscheinlichkeit| p = 0,1563
2 > |¢| <0,0001*
<]
@ | r=0393 r = 0,397 r = 0,426
<
o | 95%-Kl:  62,55- | 95%-Kl: 141,13- | ELISA 05%-KI:  0,06-
.§ 92,91 173,37 0,69
Wahrscheinlichkeit| Wahrscheinlichkeit p = 0,0249
> |t| <0,0001* > |t| <0,0001*
r = 0,086 r = 0,101 r = 0,385
95%-KI:  -0,3- | 95%-KI:  -0,29- | 95%-KI:  0,01- | ELISPOT
0,45 0,46 0,67
p = 0,6715 p = 0,6157 p = 0,0474

In der Bland-Altman-Analyse wurde am Tag 84 ein mittlerer signifikanter Zusammen-
hang zwischen ELISA und Algorithmus 1 des Western Blot beobachtet und ein etwas
schwacherer signifikanter Zusammenhang zwischen ELISA und Algorithmus 3 (s. Tab.
3.4 auf S. 51).

Der Zusammenhang stieg noch, wenn die Quotienten der Algorithmen aus Original-
wert und Positivkontrolle betrachtet wurden (s. Tab. 3.5 auf S. 52 und Abb. 3.12 auf S.
53). Jedoch war dann der Zusammenhang zwischen dem ELISA und dem Quotient des
Algorithmus 1 nicht mehr signifikant.

Nach Ausschluss des Probanden 30 aus der Analyse sank die Korrelation zwischen
Western Blot und ELISA leicht, die Signifikanz blieb gleich (s. Tab. 3.4 auf S. 51 und
Tab. 3.5 auf S. 52).
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Tabelle 3.5: Korrelation der Quotienten aus Algorithmus 1 und 3 des Western Blot und Posi-
tivkontrolle, ELISA und ELISPOT am Tag 84; Berechnung der Korrelation von

Western Blot und ELISA mittels Bland-Altman-Analyse

Werte aller Probanden

ohne AusreiBer (Tag 84 des Probanden 30)

r = 0,547 r = 0,387
Quotient des o _ o _
Algorithmus 1 - 95%-KI:-0,77 - (- | 95%-KI:  -0,02-
0,07) 0,66
Wabhrscheinlichkeit| p = 0,0419
> |t| = 0,02
r = 0,499 r = 0,409
Quotient des 0
- Algorithmus 3 95%-Kl:-1,26 - (- | 95%-KI:  -0,04-
0,72) 0,68
Wahrscheinlichkeit| p = 0,0305
> |t| <0,0001*
r=0,512 r = 0,466 r = 0,426
95%-KI: -0,75-(- | 95%-Kl: -1,27-(- | ELISA 95%-Kl:  0,06-
0,04) 0,71) 0,69
Wahrscheinlichkeit| Wahrscheinlichkeit p = 0,0249
> |t| 0,0324 > |t| <0,0001*
r = 0,261 r= 0,344 r = 0,385
95%-Kl:  -0,13- | 95%-Kl:  -0,04- | 95%-KI: 0,01- | ELISPOT
0,58 0,64 0,67
p = 0,1894 p = 0,0794 p = 0,0474
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Abbildung 3.12: Bland-Altman-Analyse der Werte des ELISA mit denen des Western Blot
am Tag 84 bestimmt mit dem:
a) Quotient aus Algorithmus 1 und Positivkontrolle,
b) Quotient aus Algorithmus 3 und Positivkontrolle
WB = Western Blot, Std. = Standard, Wahrsch. = Wahrscheinlichkeit

3.6.3 Vergleich der Veranderung iiber die Zeit

Um die Messung der Veranderung der Immunreaktion iiber die Zeit anhand der un-
terschiedlichen Methoden zu vergleichen, wurde die Differenz der Werte zwischen den
Tagen bestimmt. Weiterhin wurden diese Differenzen jeweils durch den Wert am Tag 84
geteilt und dadurch Prozentangaben der Veranderung errechnet.

Bei der paarweisen Korrelation fiel auf, dass die Veranderung im Algorithmus 1 des
Western Blot zwei Mal stark bis sehr stark und einmal auch signifikant mit der im
ELISA korrelierte, zwei Mal maBig und nicht signifikant und ein Mal nicht korrelierte (s.
Tab. 3.6 auf S. 54). Die Berechnung der Korrelation der Veranderung vom Tag 0 auf
den Tag 84 und vom Tag 84 auf den Tag 365 wurde erneut ohne den Probanden 25
durchgefiihrt, da sich dieser in einer Jacknife-AusreiBeranalyse deutlich von den (ibrigen
Werten unterschied. Dadurch sank die Korrelation des Western Blot mit dem ELISA fir
diese Daten auf mittelstarke, nicht signifikante Werte (s. Tab. 3.6 auf S. 54).

Ahnliche Korrelationen erhielt man beim Vergleich des ELISA mit den Werten des
Quotienten aus Algorithmus 1 und Positivkontrolle und eine etwas schwachere Korrela-
tion des ELISA mit den Quotienten aus Algorithmus 3 und Positivkontrolle (s. Tab. B.6
auf S. 87 und Tab. B.7 auf S. 87). Die Korrelation des Algorithmus 3 mit dem ELISA
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Tabelle 3.6: Paarweise Korrelation der Verdnderung iiber die Zeit.
Vergleich des Algorithmus 1 des Western Blot mit dem ELISA

r 95%-KI p

Differenz Tag 28 - Tag 0 -0,0521 -0,43-0,34 0,8005
Differenz Tag 56 - Tag 28 0,4242 0,05-0,69 0,0274
Differenz Tag 84 - Tag 56 0,4404 0,07-0,7 0,0215
Differenz Tag 84 - Tag 365 | 0,571 0,23-0,79 0,0029
Differenz Tag 84 - Tag 365 | 0,4737 0,09-0,74 0,0194
ohne Proband 25

Differenz Tag 84 - Tag 0 0,857 0,7-0,93 <0,0001*
Differenz Tag 84 - Tag 0 0,4721 0,1-0,73 0,0172
ohne Proband 25

schloss auBer bei der Differenz der Tage 84 und 365 im 95%-Konfidenzintervall die '0’
mit ein (s. Tab. B.5 auf S. 86).

Die Korrelation des ELISA und des Western Blot mit dem ELISPOT konnte nur fir
die Differenz zwischen Tag 84 und 365 bestimmt werden, da der ELISPOT nur am Tag
0, 84 und 365 durchgefiihrt wurde und im ELISPOT am Tag 0 fiir alle Probanden der
Wert 0" gemessen wurde.

Dabei wurde ersichtlich, dass die Veranderung der Werte von Tag 84 auf Tag 365 im
ELISA zwar deutlich aber nicht signifikant mit dem ELISPOT korrelierte. Bei erneutem
Ausschluss des Probanden 25, war keine Korrelation mehr zu erkennen (s. Tab. 3.7 auf
S. 55). Im Vergleich des Algorithmus 1 des Western Blot mit dem ELISPOT war die
Korrelation mit und ohne den Probanden 25 mittelstark aber nicht signifikant (s. Tab.
3.7 auf S. 55). Auffallig war hierbei jedoch, dass die Korrelation bei der Berechnung ohne
den Probanden 25 stieg. Die Korrelation des Algorithmus 3 des Western Blot mit dem
ELISPOT war etwas geringer und ebenfalls nicht signifikant. In der Berechnung ohne
den Probanden 25 sank die Korrelation weiter und schloss im 95%-Konfidenzintervall die
'0" mit ein (s. Tab. B.8 auf S. 88).

Es fiel auf, dass die Korrelation der Quotienten aus Originalwert und Positivkontrolle
mit dem ELISA und dem ELISPOT im Vergleich der Veranderung von Tag 84 auf Tag
365 dieselben Werte ergab wie die Analyse der Originaldaten des Western Blot (s. Tab.
B.8 auf S. 88).
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Tabelle 3.7: Paarweise Korrelation der Verdnderung iiber die Zeit. Vergleich des ELISPOT
mit dem Algorithmus 1 des Western Blot und dem ELISA

Korrelation des ELISPOT mit dem Algorithmus 1 des Western Blot

r 95%-KI p

Differenz Tag 84 - Tag 365 0,532 0,1-0,79 0,019

Differenz Tag 84 - Tag 365 ohne Proband | 0,5812 0,16-0,82 0,0114
25

Korrelation des ELISPOT mit dem ELISA

r 95%-KI p

Differenz Tag 84 - Tag 365 0,656 0,29-0,86 0,0023

Differenz Tag 84 - Tag 365 ohne Proband | 0,1653 -0,33-0,59 0,5122
25
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Kapitel 4
Diskussion

Das Western-Blot-Verfahren ist bei vielen Erkrankungen wie der Lyme-Borreliose, AIDS
und Syphilis als qualitativer Bestatigungstest des ELISA etabliert (98-100).

Auch in der Immundiagnostik der Malariaerkrankung wurden bisher nur qualitative
Antikorperbestimmungen mit dem Western Blot durchgefiihrt. So wurde die Anwesen-
heit von Antikérpern im Serum von semi-immunen oder im Rahmen von in Studien
geimpften Personen wiederholt in Western Blots gegen Sporozoitenproteine bestimmt
(46, 101). Auch wurde das Western-Blot-Verfahren in Siidost-Asien dazu verwendet,
eine Erkrankung mit Plasmodium vivax zu erkennen (102).

Es ist aber von anderen Erkrankungen bekannt, dass eine quantitative Auswertung
prinzipiell moglich ist. So wurde von der Arbeitsgruppe um Talmi-Frank belegt, dass
im Rahmen einer experimentellen Leishmaniasis in Hunden Antikorper gegen bestimmte
Banden im Western Blot signifikant friiher ansteigen als im ELISA (103). Auch fir den
Nachweis von Erythropoetin im Serum wird der Western Blot quantitativ verwendet
(104).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte ein Western-Blot-Verfahren entwickelt und se-
miquantitativ ausgewertet werden, um die Antikorperbildung gegen den Impfstoffkandi-
daten GMZ2 im Serum der gesunden Probanden zu bestimmen. Die Fragestellung war
hierbei, ob dadurch Informationen zur Immunreaktion gegen Malaria iiber die Ergebnis-
se des ELISA und ELISPOT hinaus gewonnen werden. Es ist bekannt, dass Antikorper
eine zentrale Rolle in der spezifischen Immunabwehr der erworbenen Immunitat gegen
Malaria einnehmen (19), weshalb sie als Surrogatmarker fiir das Korrelat der Protektion
verwendet werden. Die Frage war deshalb, ob der Western Blot fiir den Nachweis der

Antikorper gegen GMZ2 ein geeigneteres Verfahren ist.
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In einer Ubersichtspublikation von Grassman et al. wurde gefordert, einige Standards
bei der semiquantitativen Auswertung zu beachten (104). Diesen Forderungen wurde so
gut wie moglich Rechnung getragen.

So wurden die Aufnahmen mit einer CCD-Kamera durchgefiihrt, die nicht lber eine
automatische Verstarkungsregelung verfligt. Das Beispiel eines Blots findet sich in der
Abbildung 3.1 auf S. 38. Die Hintergrundkorrektur wurde im Algorithmus 1 fiir jede
Bahn einzeln ausgerechnet und die Ergebnisse, dass die Werte des Algorithmus 1 eher
mit denen des ELISA korrelieren als die des Algorithmus 3, fiir den der ganze Blot als
Hintergrund abgezogen wurde, entsprechen der Erkenntnis von Grassman et al. (104).
Als Wert fiir die optische Dichte wurde der arithmetische Mittelwert verwendet und nicht
wie von Grassman et al. gefordert das Integral, da der Mittelwert vom Bildprogramm
ImageJ ausgegeben wurde. Der Messbereich war zentriert und umfasste mehr als ein
Drittel der Bandenbreite.

Des weiteren wurde in einer Veroffentlichung von Charette et al. aufgrund der Nicht-
linearitat des Signals empfohlen, eine Standardverdiinnungsreihe anzufertigen, anhand
derer die Menge der nachgewiesenen Antikérper bestimmt wird (105). Dieser Forderung
wurde insofern Rechnung getragen, als nach einer wiederholten Messung der Positivkon-
trolle, mit der gezeigt werden konnte, dass diese zwischen den Verdiinnungen von 1:500
und 1:1000 linear verlauft (s. Abb. 3.3 auf S. 40), die Positivkontrolle auf jedem Blot
in diesen Verdiinnungen aufgetragen wurde. Es zeigte sich in der vorliegenden Arbeit
meist eine geringfligige Abweichung der Werte, wenn der Quotient aus Originalwert und
der Positivkontrolle mit dem Originalwert verglichen wurde (s. Kap. 3.5.1 auf S. 45 und
Kap. 3.5.3 auf S. 53). Beim Vergleich der Daten vom Tag 84 fiel jedoch auf, dass die
Korrelation des Quotienten aus Algorithmus 3 und Positivkontrolle mit dem ELISPOT
eine deutlich hohere Korrelation ergab. Und auch die Korrelation ohne Proband 30 des
ELISPOT mit den Quotienten der Algorithmen ergab starkere Zusammenhange (s. Kap.
3.5.2 auf S. 50). Es iiberwiegen jedoch die Daten, die auf einen geringen Unterschied zwi-
schen den Originaldaten und den Quotienten aus Originaldaten und der Positivkontrolle

hinweisen.

Im Western Blot zeigten sich Antikorper gegen verschiedene Bruchteile des Antigens
GMZ2 im Serum der Probanden. Der groBte Anteil der Antikorper wurde jedoch gegen
ein Protein einer GroBe von 260 kDa gebildet. Olesen et al. fanden heraus, dass die zy-
tophilen Antikorperklassen IgG1 und 1gG3 vor allem gegen Schizontenproteine mit einem
geringeren Molekulargewicht von weniger als 70 kDa gebildet wurden (106). Der neu
entwickelte Western Blot gegen GMZ2 wies nur wenige Antikorper gegen Antigenbruch-
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teile mit einem Molekulargewicht zwischen 80 und 150 kDa nach. Es war jedoch eine
Tendenz zu ersehen, dass an den Tagen, an denen die Probanden eine starkere Immun-
reaktion gegen das Antigen GMZ2 zeigten, auch eher Antikorper gegen Bruchteile des
Antigens mit geringerem Molekulargewicht gebildet wurden (s. Abb. 3.1 auf S. 38).

Die semiquantitativ bestimmten Werte des Western Blot zeigten eine starke und signi-
fikante Korrelation der Werte mit denen des ELISA, wenn die Daten aller Tage verglichen
wurden (s. Tab. 3.2 und 3.3 auf S. 48 und 49 und Abb. 3.10 und 3.11 auf S. 47 und
50) und eine mittlere ebenfalls signifikante Korrelation, wenn nur die Daten des Tags 84
verglichen wurden (s. Tab. 3.4 und 3.5 auf S. 51 und 52 und Abb. 3.12 auf S. 53), so
dass davon ausgegangen werden kann, dass sie dieselbe Immunreaktion anzeigen.

Im Vergleich der Werte des Western Blot mit denen des ELISPOT bestand fiir die
Werte aller Tage eine signifikante Korrelation, die vergleichbar war mit der signifikanten
Korrelation zwischen ELISA und ELISPOT, jedoch etwas geringer, als die Korrelation
zwischen ELISA und Western Blot (s. Tab. 3.2 und 3.3 auf S. 48 und 49). Fiir den
Tag 84 bestand zwischen Western Blot und ELISPOT eine mittlere, nicht signifikante
lineare Korrelation, die noch geringer war als die ebenfalls nicht signifikante lineare Kor-
relation des ELISPOT mit dem ELISA (s. Tab. 3.4 auf S. 51). Die Korrelation zwischen
dem Quotienten aus Algorithmus 3 und Positivkontrolle und dem ELISPOT war beim
Vergleich der Werte des Tags 84 hoher als die des Algorithmus 1, jedoch ebenfalls nicht
signifikant (s. Tab. 3.5 auf S. 52).

Die Korrelation zwischen ELISPOT und Western Blot beziehungsweise ELISA fiel
erwartungsgemal niedriger aus. Dies lasst sich damit erklaren, dass das ELISPOT-
Verfahren eine andere Immunreaktion nachweist als Western Blot und ELISA (95). Hinzu

kommt, dass die Werte des ELISPOT nur fiir zwei der drei Gruppen normalverteilt waren.

Beim Vergleich der Daten im Verlauf iiber die Zeit konnte gezeigt werden, dass die
Veranderung vom Tag 84 zum Tag 365 im Western Blot sowohl mit dem ELISA als
auch mit dem ELISPOT korrelierte (s. Tab. 3.6 und 3.7 auf S. 54) . Wurde ein Ausrei-
Ber (Proband 25) ausgeschlossen, korrelierte der Western Blot weiterhin mit dem ELISA
und dem ELISPOT, wahrend der ELISA nicht mehr mit dem ELISPOT korrelierte. Dies
ist insofern interessant, als von Druilhe et al. in einem Western Blot gegen Schizonten-
proteine im Rahmen einer Vakzinierungsstudie mit MSP3-LSP gezeigt werden konnte,
dass eine positive Reaktion im Western Blot nach 12 Monaten signifikant mit einer
effektiven Reaktion der antikérperabhangigen zelluléren Inhibition (antibodydependent
cellular inhibition (ADCI)) korrelierte (46). Es besteht also die Mdglichkeit, dass der

Western Blot eher eine bleibende Immunreaktion auf das Antigen anzeigt.
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4.1 Vorteile der verschiedenen Methoden

Vorteile des Western Blot Das Western-Blot-Verfahren besitzt eine hohe Sensi-
tivitdt und die Moglichkeit, Antikorper gegen eine Vielzahl unterschiedlicher Antige-
ne gleichzeitig sichtbar zu machen (97, 107). Auch kann durch das Mitfiihren eines
Proteinstandards das Molekulargewicht der Antigene bestimmt werden.

Ein weiterer Vorteil des Western Blot gegen das Antigen GMZ2 gegeniiber dem ELI-
SA ist der mogliche Nachweis verschiedener Antikorper gegen unterschiedliche Bruch-
stliicke des Antigens durch die Auftrennung der Proteine im SDS-Page-Verfahren.

Ein zusatzlicher Vorteil des Western Blot besteht in einer moglichen Wiederverwen-
dung der Membranen (108).

Vorteile des ELISA Vorteile des ELISA sind eine gute Sensitivitat (109) und die Mog-
lichkeit, mehrere Messungen gleichzeitig durchfiihren zu kénnen. Das ELISA-Verfahren
ist einfach, schnell und kostenglinstig durchzufiihren und durch die Entwicklung unter-
stitzender Geratschaften ist die Verbraucherfreundlichkeit entsprechend hoch. AuBerdem

ist eine quantitative Messung der Immunglobulinkonzentration méglich (94).

Vorteile des ELISPOT Auch bei dieser Methode ist durch die Entwicklung von Plat-
ten mit 96 Wells die Untersuchung vieler Proben gleichzeitig moglich. Des weiteren
ist die Sensitivitat des ELISPOT 10-200 Mal héher als die des ELISA (110) und die
entwickelten Platten konnen fiir einige Wochen asserviert werden.

Dank einer neuen Entwicklung ist es heutzutage auch moglich, zwei unterschiedliche

sezernierte Proteine gleichzeitig nachzuweisen (111, 112).

Die wichtigsten Vorteile der Methoden sind in der Tabelle 4.1 auf S. 60 aufgefihrt.

4.2 Nachteile der verschiedenen Methoden

Nachteile des Western Blot Das Western-Blot-Verfahren hat einige entscheidende
Nachteile. So kénnen pro Blot maximal sieben Seren in zwei Verdiinnungen in einem
einfachem Ansatz untersucht werden, wahrend mit dem ELI/SA auf einer Platte 20 Seren
in zwei Verdiinnungen und in doppelten Ansatzen gemessen werden konnen. Dabei wurde
im Western Blot bereits statt einer Standardverdiinnungsreihe, wie sie im ELISA tblich ist
und von Charette et al. auch fiir das Western-Blot-Verfahren gefordert wurde (105), die
Positivkontrolle in nur zwei Verdiinnungen mitgefiihrt. Ein weiterer Nachteil des Western
Blot ist die langere Dauer sowohl der Arbeitszeit im Labor als auch der Auswertung im

Vergleich zum ELISA. Dazu kommt, dass die semiquantitative Auswertung des Western
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Tabelle 4.1: Vorteile der drei Methoden

Western Blot ELISA ELISPOT
Antikorper gegen eine Viel- | Einfachheit hohere  Sensitivitat — als
zahl unterschiedlicher Anti- ELISA

Moglichkeit vieler zeitglei-
cher Messungen Untersuchung vieler Pro-
ben gleichzeitig moglich

gene und Antigenbruchstiicke
konnen gleichzeitig sichtbar

gemacht werden Verbraucherfreundlichkeit

hohe Sensitivitdit der Nach- —— Es konnen zwei unter-
weisreaktion (97) kostengiinstig schiedliche  sezernierte
_ | hohe Sensitivitat (109) | roteine  gleichzeitig
Molekulargewicht des Anti- nachgewiesen werden
gens bestimmbar Quantitative Messungen | (111, 112)
_ moglich _ 3
Wiederverwendung des Blots Haltbarkeit der Platten fiir
moglich (108) einige Wochen

Blot von Hand erfolgte und dadurch moglicherweise weniger objetiv war. Auch mit einer
maschinellen Auswertung sind Fehler jedoch nicht ausgeschlossen.

Ebenfalls besteht bei der semiquantitativen Auswertung des Western Blot das Pro-
blem der Hintergrundfarbung, die durch eine passende Berechnung von der Farbtiefe der
zu messenden Bande abgezogen werden muss (104). Ein weiterer Nachteil ist die kurze
Dauer der Nachweisreaktion von etwa einer Stunde (113).

Des weiteren wird diskutiert, ob durch die Denaturierung und Reduktion der Proteine
durch den Western Blot moglicherweise Antikorper nicht mehr gegen das Antigen binden
kénnen und dadurch eine Immunreaktion nicht abgebildet wird (106). Dabei wird davon
ausgegangen, dass das betreffende Epitop urspriinglich in einer dreidimensionalen Form
vorliegt, die durch Faltungsvorgange aus verschiedenen Teilen der Aminosaureketten
gebildet wird (49).

Nachteile des ELISA Auch beim ELISA wird eine Alteration der an Plastik adsorbier-
ten Antigene diskutiert (114). Ebenfalls ist die Detektion von Antikorpern mit niedriger
Affinitat schwierig (115). Ein weiterer Nachteil des hier verwendeten indirekten ELISA
ist eine mogliche Kreuzreaktion mit dem sekundaren Antikorper, was zur Bildung eines
unspezifischen Signals fiihren kann. Auch konnen unter anderem durch unzureichendes

Blockieren der freien Bindungsstellen unspezifische Bindungen auftreten (116, 117).
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Nachteile des ELISPOT Das ELISPOT-Verfahren selbst ist zeitlich sehr aufwandig,
wie auch die Aufbereitung der Proben und die mikroskopische Auswertung durch zwei
Laboranten.

AuBerdem kann keine Aussage lber die Haufigkeit der antikorpersezernierenden Zellen
in vivo getroffen werden, da der ELISPOT erst nach Kultivierung der Zellen {iber einen

bestimmten Zeitraum erfolgt (118).

Die bedeutendsten Nachteile der Methoden sind in der Tabelle 4.2 auf S. 61 aufgefiihrt.

Tabelle 4.2: Nachteile der drei Methoden

Western Blot ELISA ELISPOT

wenige Messungen gleichzei- | Alteration an Plastik ad- | aufwandige Aufbereitung

tig moglich sorbierter Antigene (114) | der Proben

kurze Nachweisreaktion von | schlechte Detektion von | aufwandiges Verfahren

etwa einer Stunde (113) Antikérpern mit niedriger | ) _
Affinitat (115) keme. Aussage Uber die

nur semiquantitative Mes- Haufigkeit der antikorper-

sung unerwiinschte unspe- | sezernierenden Zellen in
zifische Bindungen | vivo (118)

Hintergrundfarbung (119) (116, 117)

mogliche Denaturierung der
Proteine durch Auftrennungs-
verfahren (106)

Temperaturabhangigkeit (119, 120)

4.2.1 Mogliche Verbesserungen des Western-Blot-Verfahrens

Die Anzahl der untersuchten Probanden pro Blot kann dadurch erhoht werden, dass die
Proben nur in einer Verdiinnung verwendet werden. AuBerdem konnte auf die Messung
der Antikorperkonzentration an den Tagen 28 und 56 verzichtet werden, da sich ein
ahnlicher Anstieg wie im ELISA zeigte (s. Abb. 3.8 auf S. 46 und Abb. 3.9 auf S. 47).
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Das Problem der Hintergrundfarbung kann durch die Subtraktion einer passend be-
rechneten Hintergrundfarbung von der zu messenden Bande behoben werden. Es zeigte
sich, dass die Anwendung des Algorithmus 1 hierzu durchaus geeignet ist.

Die kurze Dauer der Nachweisreaktion bei Verwendung eines chemilumineszenten
Reagens von etwa einer Stunde (113) konnte durch die Verwendung eines fluoreszen-
dierenden Reagens verbessert werden. So konnten Weldon et al. zeigen, dass die Sensi-
tivitat unter Verwendung eines fluoreszendierenden Reagens, das Lichtwellen nahe dem
Infraroten ausstrahlt, nicht schlechter ist als die chemilumineszenter Reagenzien und die
quantitative Analyse verbessert (121).

Die Denaturierung des Proteins im SDS-Page-Verfahren scheint keine negativen Aus-
wirkungen zu haben, da eine Antikérperbindung nachgewiesen werden konnte. Dies konn-
te darauf zurlickzufiihren sein, dass die denaturierte Form eines Proteins sehr instabil ist
und dieses deshalb unter physiologischen Bedingungen seine urspriingliche Form wieder

annimmt, da diese dem Zustand der niedrigsten freien Enthalpie entspricht (122, 123).

4.3 Ausblick

Um die Reliabilitat des Verfahrens zu bestimmen, ware es notwendig, Doppelbestimmun-
gen durchzufiihren.

Des weiteren ware es interessant, die Seren aus der Impfstudie mit einem Western Blot
gegen Parasitenproteine zu untersuchen mit der Fragestellung, ob die Immunreaktion
langsamer abfallt als dies im ELISA und Western Blot gegen GMZ2 der Fall ist. Dies
hatte ebenfalls den Vorteil, dass dadurch alle linearen Epitope (iber die ganze Lange des
Proteins eingeschlossen waren (106).

Fir die weitere Untersuchung der immunogenen Aktivitat des Antigens GMZ2 ware es
interessant, den Western Blot gegen die unterschiedlichen IgG-Subklassen auszufiihren,
um zu untersuchen, ob es unterschiedliche Reaktionsmuster geben konnte, wie dies von

Oleson et al. nachgewiesen wurde (106).

4.4 Schlussfolgerung

Es wurde gezeigt, dass das Western-Blot-Verfahren semiquantitativ zum Nachweis von
Antikdrpern gegen das Antigen GMZ2 verwendet werden kann. Uber eine deutliche Kor-
relation mit den Werten des ELISA und einer teilweisen Korrelation mit den Werten des
ELISPOT hinaus, bietet das Verfahren neue Informationen, da unter anderem Antikor-
per gegen Bruchstiicke des Antigens gezeigt werden kénnen. Auch besteht die Moglich-

keit, dass anhand des Western Blot Aussagen liber eine dauerhafte Immunitat getroffen
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werden konnen, da der Abfall vom Tag 84 auf den Tag 365 auch nach Ausschluss ei-
nes AusreiBers mit dem ELISPOT maBig stark, jedoch nicht signifikant korrelierte. Die
Nullhypothese, dass die Ergebnisse des Western Blot denen des ELISA oder ELISPOT
entsprechen, trifft deshalb zumindest teilweise zu. Jedoch kann die Alternativhypothese
aufgrund des Nachweises von Antikérpern gegen Bruchstiicke des Antigens GMZ2 nicht

vollstandig verworfen werden.

Das hier entwickelte Verfahren ist in der Lage neue Informationen iiber die Immun-
reaktion bei der Erkrankung durch Plasmodium falciparum zu liefern. Da davon ausge-
gangen werden muss, dass bei einem solch komplexen Erreger nicht mit einem einzelnen
Messwert eine ausreichende Aussage getroffen werden kann (18), konnen die Daten, die
durch die Messung der Immunreaktion mit dem Western Blot gewonnen werden, gerade
in immunologischen Studien weitere Erkenntnisse liefern. Da das Verfahren andererseits
deutlich aufwandiger und kostspieliger als der ELISA ist, wird es in der Diagnostik der
Erkrankung weiterhin eine untergeordnete Rolle spielen.
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Kapitel 5
Zusammenfassung

Malaria ist eine der wichtigsten parasitaren Erkrankungen in den Tropen und Subtropen,
die etwa 50% der Weltbevolkerung betrifft. Plasmodium falciparum, der Erreger der
Malaria tropica, stellt die gefahrlichste Variante dar.

In dieser Arbeit wurde eine semiquantitative Bestimmung der IlgG-Konzentration ge-
gen GMZ2, ein Fusionsprodukt aus zwei Antigenen des P. falciparum, durch eine Mes-
sung mit dem Western Blot-Verfahren entwickelt. Als Referenzmethoden wurden die
etablierten Messverfahren ELISA und ELISPOT verwendet. Mittels linearer Korrelation
und einer Bland-Altman-Analyse wurden die erhobenen Werte sowie die Veranderungen
der Werte lber die Zeit verglichen, um zu ermitteln, ob das Western-Blot-Verfahren
neue Informationen (iber die Immunreaktion im Rahmen einer Impfung gegen Malaria
liefern kann.

Im Western Blot zeigten sich Antikorper gegen Bruchteile des Antigens GMZ2 im
Serum der Probanden. Der groBte Anteil der Antikorper wurde gegen ein Protein einer
GroBe von 260 kDa gebildet. An Tagen einer starkeren Immunreaktion gegen das Antigen
GMZ2 wurden Antikorper gegen kleinere Fragmente des Antigens nachgewiesen.

Bei der Bland-Altman-Analyse fiel ein starker signifikanter Zusammenhang des ELI-
SA mit dem Western Blot auf (Algorithmus 1: r = 0,713, Wahrscheinlichkeit > |¢|
<0,0001*, Algorithmus 3: r = 0,613, Wahrscheinlichkeit > |t| <0,0001*). Die lineare
Korrelation der Werte des Western Blot mit denen des ELISPOT war geringer aber
ebenfalls signifikant (Algorithmus 1: r = 0,552, p <0,0001*, Algorithmus 3: r = 0,426,
p <0,0001*). Und auch die Korrelation des ELISA mit dem ELISPOT war mittelstark
und signifikant (r = 0,571, 95%-KI: 0,4-0,7, p <0,0001%).

Bei der paarweisen Korrelation der Differenz vom Tag 0 zum Tag 84 fiel ein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen ELISA und dem Algorithmus 1 des Western Blot auf
(r = 0,857, p <0,0001%*). Beim Vergleich der Veranderung von Tag 84 auf Tag 365 im
Algorithmus 1 des Western Blot beziehungsweise ELISA mit dem ELISPOT war eine
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mittelstarke Korrelation nachweisbar, die jedoch nicht signifikant war (Algorithmus 1 des
Western Blot: r = 0,532, p = 0,019, ELISA: r = 0,656, p = 0,0023).

Es wurde gezeigt, dass das Western-Blot-Verfahren semiquantitativ zum Nachweis
von Antikérpern gegen das Antigen GMZ2 verwendet werden kann. Uber eine deutliche
Korrelation mit den Werten des ELISA und einer teilweisen Korrelation mit den Wer-
ten des ELISPOT hinaus, bietet das Verfahren neue Informationen, da unter anderem
Antikorper gegen Bruchstiicke des Antigens gezeigt werden kénnen. Auch besteht die
Moglichkeit, dass anhand des Western Blot Aussagen liber eine dauerhafte Immunitat

getroffen werden konnen.
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Anhang A

Einleitung

A.1 Klinische Studie

Laut dem Gesetz iiber den Verkehr mit Arzneimitteln ist

eine klinische Priifung bei Menschen jede am Menschen durchgefiihrte Unter-
suchung, die dazu bestimmt ist, klinische oder pharmakologische Wirkungen
von Arzneimitteln zu erforschen oder nachzuweisen oder Nebenwirkungen
festzustellen oder die Resorption, die Verteilung, den Stoffwechsel oder die
Ausscheidung zu untersuchen, mit dem Ziel, sich von der Unbedenklichkeit

oder Wirksamkeit der Arzneimittel zu berzeugen (125).

Sie wird in mehrere Phasen eingeteilt (s. Tab. A.1 auf S. 81). Bevor die Forschung in
Phase | eintritt, wurde schon eine je nach Wirkstoff fiinf- bis flinfzehnjahrige praklinische
Vorarbeit geleistet.
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Tabelle A.1: Phasen einer Studie nach (124)

mehrere 100 - 1000;
mit Kontrollgruppe

unbegrenzt

Phase Personen Hauptziel

0 circa 10 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik anhand
kleinster Dosen

[ 20 - 80 Sicherheit, Ermittlung eines sicheren
Dosierungsbereichs und erster Nebenwirkungen

I einige 100 Effektivitat und weitere Evaluation der Sicherheit;

befristete Nebenwirkungen

zusatzliche Informationen zur Effektivitdt und
Sicherheit, um die allgemeine Nutzen-Risiken-
Relation zu evaluieren;

fuhrt zur Zulassung des Medikaments/Impfstoffs
nach Markteinfiihrung; zusatzliche Informationen zu
Nebenwirkungen und optimaler Anwendung
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Anhang B

Ergebnisse

B.0.1 Deskriptive Statistik des Western Blot

Tabelle B.1: Beschreibende Statistik des Western Blot

PC = Positivkontrolle

Algorithmus Tag T o 95%-KI T
Algorithmus 1 0 12,82 10,92 8,58-17,05 11,95
28 23,46 21,02 15,31-31,61 17,6
56 61,41 37,01 47,06-75,76 63,55
84 82,91 42,97 66,25-99,58 85,1
365 24,9 14,9 18,88-30,92 26,85
Algorithmus 2 0 11,43 15,93 5,25-17,61 5,95
28 20,81 22,22 12,19-29,43 13,6
56 52,31 38,73 37,29-67,33 47,8
84 70,16 34,66 56,72-83,61 62,75
365 19,49 11,94 14,66-24,31 20,25
Algorithmus 3 0 89,56 30,9 77,58-101,54 91,3
28 98,31 36,39 84,2-112,42 94,6
56 132,78 42,04 116,48-149,08 136,95
84 160,81 41,88 144,57-177,05 167,75
365 90,67 32,99 77,34-104,0 87,55
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Tabelle B.1: Beschreibende Statistik des Western Blot
PC = Positivkontrolle

Algorithmus Tag T o 95%-KI T
Algorithmus 4 0 12,48 11,28 8,1-16,85 10,55
28 22,07 21,38 13,78-30,36 18,1
56 58,3 351 44.69-71,91 60,9
84 75,68 38,18 60,88-90,49 79,8
365 21,7 30,29 15,48-39,95 23,15
Algorithmus 1 : 0 0,33 0,34 0,2-0,46 0,26
PC
28 0,58 0,54 0,37-0,79 0,45
56 1,52 0,95 1,15-1,89 1,3
84 1,82 1,06 1,41-2,23 1,69
365 0,58 0,44 0,4-0,75 0,49
Algorithmus 2 : 0 8,91 45,94 -8,9-26,73 0,17
PC
28 0,7 0,93 0,34-1,06 0,38
56 2,57 5,97 0,25-4,88 1,29
84 8,12 34,09 -5,1-21,34 1,66
365 4,64 21,22 -3,93-13,21 0,45
Algorithmus 3 : 0 1,39 0,54 1,18-1,6 1,34
PC
28 0,56 0,6 0,33-0,8 0,43
56 2,08 0,71 1,8-2,35 2,11
84 2,39 0,67 2,13-2,65 2,37
365 1,4 0,61 1,15-1,64 1,34
Algorithmus 4 : 0 0,33 0,35 0,19-0,47 0,24
PC
28 22,07 21,38 13,78-30,36 18,1
56 1,51 0,93 1,15-1,87 1,3
84 1,75 0,97 1,37-2,12 1,56
365 0,67 0,71 0,38-0,95 0,47

83



Tabelle B.2: Beschreibende Statistik der logarithmierten Daten des Western Blot
PC = Positivkontrolle

Algorithmus Tag T o 95%-KI T
Algorithmus 1 0 2,25 1,02 1,85-2,64 2,56
28 2,85 0,94 2,48-3,21 2,92
56 3,91 0,76 3,62-4,21 4,17
84 4,24 0,72 3,96-4,52 4,46
365 2,96 0,94 2,59-3,36 3,33
Algorithmus 2 0 1,78 1,31 1,27-2,28 1,93
28 2,48 1,29 1,98-2,98 2,68
56 3,47 1,37 2,94-4 3,89
84 4,13 0,57 3,91-4,35 4,15
365 2,76 0,87 2,41-3,11 3,06
Algorithmus 3 0 4,44 0,37 4,3-4,59 4,52
28 4,52 0,42 4,36-4,67 4,56
56 4,83 0,42 4,67-4,99 4,93
84 5,05 0,3 4,93-5,16 5,13
365 4,45 0,39 4,39-4,61 4,48
Algorithmus 4 0 2,23 0,98 1,85-2,61 2,45
28 2,67 1,13 2,23-3,11 2,95
56 3,85 0,79 3,54-4,16 4,13
84 4,18 0,65 3,92-4,43 4,39
365 2,91 1,13 2,45-3,36 3,18
Algorithmus 1 : 0 0,26 0,22 0,17-0,34 0,23
PC
28 0,41 0,29 0,3-0,52 0,37
56 0,85 0,39 0,7-1,0 0,83
84 0,97 0,38 0,82-1,12 0,99
365 0,42 0,25 0,32-0,53 0,4
Algorithmus 2 : 0 0,38 1,02 -0,02-0,77 0,15
PC
28 0,44 0,4 0,28-0,59 0,32
56 0,92 0,65 0,67-1,17 0,83
84 1,09 0,87 0,75-1,42 0,98
365 0,53 0,88 0,18-0,89 0,37
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Tabelle B.3: Beschreibende Statistik des ELISA

Gruppe Tag T o 95%-KI T

I 0 0 0 - 0
28 0,13 0,19 -0,03-0,29 0
56 0,79 0,46 0,41-1,18 0,74
84 1,39 0,72 0,78-1,99 1,17
365 0,2 0,12 0,1-0,3 0,19

I 0 0 0 - 0
28 0,15 0,21 0,01-0,3 0
56 1,08 1,13 0,27-1,89 0,83
84 1,41 0,86 0,8-2,03 1,45
365 0,4 0,44 0,06-0,74 0,27

[ 0 0,04 0,09 -0,02-0,11 0
28 0,36 0,34 0,12-0,61 0,31
56 0,79 0,49 0,43-1,14 0,82
84 1,4 0,6 0,96-1,83 1,39
365 0,27 0,11 0,19-0,35 0,26

Tabelle B.2: Beschreibende Statistik der logarithmierten Daten des Western Blot
PC = Positivkontrolle

Algorithmus Tag T o 95%-KI T

Algorithmus 3 : 0 0,85 0,21 0,77-0,93 0,85

PC
28 0,91 0,25 0,81-1,0 0,92
56 1,1 0,26 1,0-1,19 1,13
84 1,2 0,21 1,12-1,28 1,22
365 0,85 0,25 0,75-0,95 0,85

Algorithmus 4 : 0 0,26 0,22 0,17-0,34 0,22

PC
28 0,39 0,32 0,27-0,52 0,36
56 0,85 0,38 0,7-1,0 0,83
84 0,95 0,35 0,82-1,09 0,94
365 0,45 0,34 0,31-0,58 0,39
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Tabelle B.4: Beschreibende Statistik des ELISPOT

o 95%-KI

Gruppe Tag T T
I 0 0 0 - 0
84 6,81 6,17 1,65-11,97 8
365 3,31 4,97 -0,84-7,47 0,75
[l 0 0 0 - 0
84 13,6 13,14 4,2-230 9,25
365 2,89 2,26 1,15-4,63 3
1 0 0 0 - 0
84 17,25 20,7 2,44-32,06 13,75
365 9,33 11,11 0,8-17,87 4,5

Tabelle B.5: Paarweise Korrelation der Veranderung iiber die Zeit. Vergleich des Algorithmus
3 des Western Blot mit dem ELISA

v 95%-KI p

Differenz Tag 28 - Tag 0 0,297 -0,1-0,61 0,1406
Differenz Tag 56 - Tag 28 0,3618 -0,02-0,65 0,0637
Differenz Tag 84 - Tag 56 0,1398 -0,25-0,49 0,4869
Differenz Tag 84 - Tag 365 | 0,5539 0,2-0,78 0,0041
Differenz Tag 84 - Tag 365 | 0,466 0,08-0,73 0,0217
ohne Proband 25

Differenz Tag 84 - Tag 0 0,3791 -0,01-0,67 0,0561
Differenz Tag 84 - Tag 0 ohne | 0,1038 -0,3-0,48 0,6216
Proband 25

B.0.2 Deskriptive Statistik des ELISA

B.0.3 Deskriptive Statistik des ELISPOT

B.1 Vergleich der Ergebnisse des Western Blot mit
denen des ELISA und des ELISPOT

B.1.1 Vergleich der Verdanderung iiber die Zeit
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Tabelle B.6: Paarweise Korrelation der Verdnderung lber die Zeit. Vergleich der Quotienten
aus Algorithmus 1 und Positivkontrolle des Western Blot mit dem ELISA

‘ r 95%-KI p
Differenz Tag 28 - Tag 0 -0,0393 -0,42-0,35 0,8487
Differenz Tag 56 - Tag 28 0,433 0,06-0,7 0,241
Differenz Tag 84 - Tag 56 0,4037 0,03-0,68 0,0368
Differenz Tag 84 - Tag 365 | 0,571 0,23-0,79 0,0029
Differenz Tag 84 - Tag 365 | 0,4737 0,09-0,74 0,0194
ohne Proband 25
Differenz Tag 84 - Tag 0 0,8519 0,69-0,93 <0,0001*
Differenz Tag 84 - Tag 0 ohne | 0,4593 0,08-0,72 0,0209
Proband 25

Tabelle B.7: Paarweise Korrelation der Verdnderung liber die Zeit. Vergleich der Quotienten
aus Algorithmus 3 und Positivkontrolle des Western Blot mit dem ELISA

v 95%-KI p

Differenz Tag 28 - Tag 0 0,282 -0,12-0,6 0,1628
Differenz Tag 56 - Tag 28 0,3755 -0,01-0,66 0,0536
Differenz Tag 84 - Tag 56 0,0231 -0,16-0,56 0,2464
Differenz Tag 84 - Tag 365 | 0,5539 0,2-0,78 0,0041
Differenz Tag 84 - Tag 365 | 0,466 0,08-0,73 0,0217
ohne Proband 25

Differenz Tag 84 - Tag 0 0,3434 -0,05-0,65 0,0859
Differenz Tag 84 - Tag 0 ohne | 0,0767 -0,33-0,46 0,7154
Proband 25
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Tabelle B.8: Paarweise Korrelation der Verdnderung tber die Zeit. Vergleich des ELISPOT
mit dem Algorithmus 3 des Western Blot sowie der Quotienten aus Algorithmus 1
und Positivkontrolle und aus Algorithmus 3 und Positivkontrolle

Korrelation des ELISPOT mit dem Algorithmus 3 des Western Blot
r 95%-KI p

Differenz Tag 84 - Tag 365 0,4939 0,05-0,77 0,0316
Differenz Tag 84 - Tag 365 ohne Proband | 0,4335 -0,04-0,75  0,0723
25

Korrelation des ELISPOT mit dem Quotient des Algorithmus 1 des Western Blot
‘ r 95%-KI p

Differenz Tag 84 - Tag 365 0,532 0,1-0,79 0,019
Differenz Tag 84 - Tag 365 ohne Proband | 0,5812 0,16-0,82 0,0114
25

Korrelation des ELISPOT mit dem Quotient des Algorithmus 3 des Western Blot
K 95%-KI p

Differenz Tag 84 - Tag 365 0,4939 0,05-0,77 0,0316
Differenz Tag 84 - Tag 365 ohne Proband | 0,4335 -0,04-0,75  0,0723
25
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