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Der Wissenschaftler weifs, dass es fiir den Fortschritt von allergrofiter
Bedeutung ist, das eigene Nichtwissen zu erkennen und Raum fiir Zweifel
zu lassen. Der Wissensschatz der Wissenschaft besteht aus Feststellungen
von unterschiedlichem Sicherheitsgrad - manche Aussagen sind hochst

ungewiss, andere fast sicher, aber eine absolute Sicherheit gibt es nicht.

Richard P. Feynman (Nobelpreis fiir Physik, 1965)

Offentliche Ansprache Vom Sinn und Nutzen der Wissenschaft
Herbsttagung der Nationalen Akademie der Wissenschaften, 1955
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Kapitel 1
Einleitung

1.1 Der Entwicklungszyklus von Leishmania

Leishmania sind einzellige Parasiten, die durch den Biss infizierter weiblicher Sand-
miicken auf ihren Wirt (Sdugetiere) tibertragen werden. Insgesamt gibt es etwa 20
verschiedene Leishmania-Spezies, die Menschen infizieren und im Allgemeinen von
rund 30 Spezies der Sandmiicken iibertragen werden. Diese Vielzahl an Spezies und
Ubertriagern verursachen eine weite Spannbreite an Erkrankungen, die unter dem
Oberbegriff Leishmaniose zusammengefasst werden. Man unterscheidet kutane, muko-
kutane und viszerale Formen der Leishmaniose.?® ™ Die kutane Leishmaniose wird
beispielsweise von Leishmania major (L. major) hervorgerufen.

Der Lebenszyklus von L. major ist zweigeteilt und richtet sich danach, ob sie
in ihrem Ubertrigerwirt (Sandmiicken) oder ihrem Endwirt (Siugetieren) vorlie-
gen. Innerhalb der Sandmiicken vermehren sich L. major als extrazelluldre léngliche,
flagellierte Promastigote im Verdauungstrakt. In diesem durchlaufen sie einen Reifungs-
prozess, der zwei Entwicklungsstadien umfasst und durch Zunahme der Infekticsitat
charakterisiert ist. Avirulente prozyklische Promastigote heften sich an das Epithel
des Mitteldarms der Sandmiicke und proliferieren (Abb. 1-1, Nr. 1). Im Laufe eines
Reifungsprozesses (Metazyklogenese) reifen sie zu virulenten metazyklischen Promas-
tigoten, die ihre Teilung einstellen und in den Darm freigesetzt werden (Abb. 1-1,

Nr.2). Reife, metazyklische L. major wandern dann in den vorderen Darm und die
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Speiserohre der Sandmiicke und werden beim néchsten Blutmahl auf den Endwirt,
das heift Siugetiere iibertragen (Abb. 1-1, Nr. 3).%0:13

An der Infektionsstelle sezernieren L. major einen chemotaktischen Faktor (LCF),
um Neutrophile zu rekrutieren.'®? Diese dienen als Priméirwirt und nehmen promasti-
gote Leishmania auf, die sich in ihnen aber nicht vermehren (Abb. 1-1, Nr.4). Durch
Sekretion von KC verstirken Neutrophile die Rekrutierung weiterer Neutrophiler. 163
Dariiber hinaus sekretieren Neutrophile das Chemokin MIP13, um Makrophagen, die
Endwirtszellen von L. major, zum Infektionsgebiet zu rekrutieren.'%® Weiterhin ver-
stiarken Makrophagen durch Sekretion des Chemokins MIP1« ihre eigene Rekrutierung
und Akkumulation im Infektionsgebiet.??#1:192 Wie genau L. major an Makrophagen
weitergegeben werden, ist noch umstritten. Entweder werden Leishmania von Neu-
trophilen freigegeben und durch Phagozytose direkt von Makrophagen aufgenommen
oder Makrophagen nehmen Leishmania durch Phagozytose infizierter Neutrophile auf
(Abb. 1-1, Nr. 5). 123,163

Innerhalb von Makrophagen liegen Leishmania im phagosomalen Kompartiment
vor, dass mit endozytischen Organellen zur sauren, parasitophoren Vakuole fusioniert.
Innerhalb dieser sauren Umgebung transformieren promastigote Leishmania in die
nicht flagellierte, unmobile amastigote Form und beginnen zu proliferieren (Abb. 1-1,
Nr.6,7).1 Es wird vermutet, dass sich die Infektion auf umgebende Makrophagen
ausbreitet, der genaue Mechanismus ist aber noch nicht bekannt (Abb. 1-1, Nr. 8).
Innerhalb ihres Endwirtes (Sdugetiere) vermehren sich L. major also intrazellulér.
Vom infizierten Endwirt konnen L. major wieder auf Sandmiicken iibertragen werden.
Wihrend einer weiteren Blutmahlzeit werden amastigote L. major von der Sandmiicke
aufgenommen (Abb. 1-1, Nr.9). Im Mitteldarm der Sandmiicke wandeln sie sich
wieder in die mobile flagellierte, promastigote Form um, heften sich an die Darmwand

und fiihren den Zyklus fort (Abb. 1-1, Nr. 10).
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Abb. 1-1: Lebenszyklus von L. major. (1) Unreife (prozyklische) promastigote L. major
heften sich an den Mitteldarm und proliferieren. (2) L. major durchlaufen einen Reifeprozess
und werden als reife (metazyklische) L. major in das Darmlumen freigegeben. (3) Reife
(metazyklische) promastigote L. major werden durch den Biss der infizierten weiblichen
Sandmiicke in die Haut des Wirts {ibertragen. Dort sezernieren sie LCF, um Neutrophile
zu rekrutieren. (4) Neutrophile nehmen L. major auf und rekrutieren tiber die Sezernierung
von KC weitere Neutrophile, durch MIP135 Makrophagen. (5) L. major infizieren ihre Haupt-
wirtszellen, die Makrophagen, entweder direkt oder iiber infizierte, apoptotische Neutrophile.
(6) In Makrophagen transformieren L. major in die amastigote Form um und (7) vermehren
sich. (8) Amastigote L. major werden aus Makrophagen freigesetzt und infizieren weitere
Makrophagen. (9) Amastigote L. major werden durch Sandmiicken beim erneuten Blut-
mahl aufgenommen und (10) wandeln sich wieder in die promastigote Form um. Abbildung
adaptiert. 136:172
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1.2 Die Immunantwort gegen Leishmania

1.2.1 Rolle der angeborenen Immunantwort

Kurz nach Infektion liegen die Parasiten im Gewebe extrazelluldr vor und sind Serum-
komponenten ausgesetzt, die die meisten Parasiten durch Komplement-vermittelte Lyse
zerstoren. 137 Essentiell fiir die friihe zelluldire Abwehr von Infektionen sind Neutrophile,
die in M#usen durchschnittlich etwa 15% der zirkulierenden Zellen im Blut stellen. 122
Auch nach einer L. major-Infektion sind Neutrophile innerhalb weniger Minuten die
ersten Entziindungszellen am Ort der Infektion.!%!?3 Diese schnelle Rekrutierung ist
fiir den Wirt aber von Nachteil, da Neutrophile die verbleibenden L. major aufnehmen,

85,123,162 Ayf diese Weise werden L. major vor der Lyse durch

sie aber nicht abtoten.
Komplement geschiitzt. Die Bedeutung von Neutrophilen als Wirtszelle fir L. major
und ihre Funktion in der Etablierung und im Verlauf von L. major-Infektionen werden
immer noch kontrovers diskutiert. 24129 Neutrophile sind kurzlebige Zellen, die nicht
infiziert innerhalb von acht Stunden in Apoptose treten.?*%* Infizierte Neutrophi-
le weisen dagegen eine deutlich verzogerte Apoptose auf.! Dies reicht aus, damit
Makrophagen, die erst zwei Tage nach Infektion im Infektionsgebiet eintreffen, die
infizierten apoptotischen Neutrophilen aufnehmen koénnen.®%'%3 Auf diese Weise sind
L. major, obwohl sie sich in Neutrophilen nicht vermehren kénnen, die ersten Tage
nach Infektion vor der Komplement-vermittelten Lyse geschiitzt und kénnen bis zum
Ubergang in ihre Hauptwirtszellen (Makrophagen) iiberdauern. Eigentliches Ziel dieser
frithen Zellantwort im Infektionsgebiet ist es, die aufgenommenen Parasiten zu téten
und abzubauen. Internalisierte L.major werden aber weder in Neutrophilen noch
Makrophagen getotet.8"123 Dies fithrt dazu, dass die Infektion im Infektionsgebiet
Haut etabliert wird. L. major wandeln sich in die amastigote Form um und replizieren

innerhalb der Makrophagen.

1.2.2 Rolle der T-Zellantwort

Die bisher beschriebenen Ereignisse umfassen die frithen Abwehrprozesse im Infek-

tionsgebiet Haut wiahrend der ersten Woche nach einer Infektion. Entscheidend fiir
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die Bekdmpfung intrazelluldarer L. major ist aber die adaptive T-Zelleffektorantwort,
die als Antwort auf die Leishmania-Infektion induziert wird. Die Bedeutung von
Zytokinen fiir den Verlauf einer L. major-Infektion zeigt sich im Mausmodell, da
verschiedene Inzuchtméuse nach Infektion mit L. major sehr unterschiedliche Krank-
heitsverlaufe entwickeln. Heinzel und Kollegen zeigten, dass I1.-4 und IFN~ 8 Wochen
nach Leishmania-Infektion reziprok sezerniert werden: BALB/c Méuse exprimierten
im drainierenden Lymphknoten viel IL4 aber wenig IFN~, C57BL/6 Mause dagegen
wenig IL4 und viel IFN+~.5%5¢ Anfillige Mausstimme wie BALB/c, welche neben IL4
auch IL10 sezernieren, konnen die Infektion nicht beherrschen und entwickeln inner-
halb von sechs Wochen progressive Lisionen. 517126 [ anefristig erliegen BALB/c
Mause einer solchen Infektion. Mausstdmme wie C57BL/6, die durch die Produktion
von IFN~y charakterisiert sind, entwickeln zwar kleine Lésionen, die Vermehrung der
Parasiten wird aber zunehmend kontrolliert und die Lisionen heilen selbst ab. 55144155
Sechs Wochen nach L. major-Infektion sind die Lasionen der Infektionsstelle wieder
auf das Niveau vor der Infektion zuriickgegangen.

IFN~ ist das zentrale T-Zellzytokin, das fiir die Abwehr einer L. major-Infektion
benotigt wird. IFN~ aktiviert Makrophagen und erhoht so ihre leishmanizide Funkti-
on.” Die Aktivierung von Makrophagen durch INF7 ist als klassische Aktivierung
bekannt und fiihrt dazu, dass Makrophagen internalisierte Parasiten abtéten und
abbauen kénnen.? Dadurch wird die Infektion erfolgreich bekimpft.'?® Dariiber hin-
aus fordert IFN+~ die weitere Pragung der protektiven IFN~-Antwort durch T-Zellen,

135,168 Dje zentrale

hemmt dagegen die Produktion des krankheitsassoziierten 114.
Bedeutung von IFN+v wurde anhand der Manipulation der IFN~-Produktion gezeigt.
So fithrte beispielsweise die Gabe von Antikérpern gegen IFN~ nach Infektion dazu,
dass C57BL/6 Mause verstarkt 1L4 produzierten und Lésionen nicht selbststdndig
ausheilen konnten. 1588144

IL4 ist das T-Zellzytokin, das mit der Anfalligkeit gegeniiber L. major-Infektionen
verbunden ist.?® Diese Korrelation zwischen IL4-Antwort und Anfilligkeit wurde in
anfalligen Méusen gezeigt, die durch die Gabe von Antikorpern gegen 114 die Infektion

mit L. major kontrollieren konnten und keinen progressiven Krankheitsverlauf entwi-

ckelten. 3 Im Gegensatz zu IFN~y aktiviert IL4 nicht die klassischen, leishmaniziden
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Funktionen der Makrophagen. Es fiihrt im Gegenteil dazu, dass antiinflammatorische
Makrophagen entstehen, deren eigentliche Aufgabe in der Reparatur von Gewebe-
defekten liegt.?® Derartig alternativ aktivierte Makrophagen sind nicht in der Lage,
aufgenommene L. major abzutdten. %03

IL10 ist ein regulatorisches T-Zellzytokin, das wie 1.4 mit einem progressiven
Infektionsverlauf einer Leishmaniose korreliert. 135 So weisen IL10-defiziente BALB/c
Ma&use eine geringere Parasitenlast und einen verbesserten klinischen Verlauf nach In-
fektion mit L. major auf. '8 IL10 hemmt die Aktivierung von IFN~-produzierenden
T-Zellen und damit die protektive Zytokinantwort.!%>!2! Die Hauptbedeutung von
IL10 liegt aber in der Hemmung der Makrophagenaktivierung, so dass diese aufge-
nommene L. major nicht abtéten kénnen.™ In diesem Zusammenhang wurde gezeigt,
dass durch Antikorper aktivierte Makrophagen selbst zu IL10-Produzenten werden
und dies die Anfilligkeit gegeniiber L. major-Infektionen weiterhin steigert.5+1%3 1L10
ist das Zytokin, das fiir die Persistenz der Parasiten verantwortlich gemacht wird,
vermutlich vor allem in Leishmania-Stdmmen, die verhéltnisméfig resistent gegen das
INFv-vermittelte Abtdten sind. 14113117

Dass die T-Zellantwort essentiell fiir die Bekimpfung einer L. major-Infektion ist,
ist unumstritten. Dennoch stellte sich in der Vergangenheit immer wieder die Frage,
wann und wie T-Zellen ausdifferenzieren und die T-Zellantwort festgelegt wird. In zahl-
reichen Studien wurde die Bedeutung der frithen Zytokinproduktion in vivo dadurch
untersucht, dass durch Modulation der Zytokinantwort zu frithen Zeitpunkten der
Krankheitsverlauf anfalliger Mause beeinflusst werden kann. Beispielsweise induziert
die Zugabe von IFNvy zum Zeitpunkt der Infektion eine protektive Immunantwort
und einen verbesserten Krankheitsverlauf von BALB/c Miusen.'** Andere Studien
zeigen, dass 114, das innerhalb eines Tages nach Infektion produziert wird, essentiell
ist, um eine stabile krankheitsassoziierte IL4-Produktion und darauffolgende pro-
gressive Entwicklung des Infektionsverlaufes von BALB/c Miusen zu induzieren. %%
Aus diesen Versuchen wurde geschlussfolgert, dass Zytokine, die zum Zeitpunkt der
T-Zellaktivierung vorhanden sind, die Entwicklung der T-Zellen mafgeblich steuern.
Allerdings zeigte sich bereits in diesen Studien, dass es schwer ist, die vorgegebene Na-

tur der T-zellabhéngigen Zytokinantwort zu &ndern. So fiihrte die frithe IFN~-Zugabe
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in anfélligen BALB/c nur transient zu einer Verbesserung und langfristig nicht zur
Kontrolle der Infektion.!** Dariiber hinaus mussten Antikoérper gegen IL4 wenigstens
wahrend der ersten zwei Wochen nach Infektion injiziert werden, um eine deutliche
Verbesserung des Infektionsverlaufes von BALB/c Méusen zu induzieren.?*'3° Andere
Studien widersprechen der Hypothese, dass die Zytokine, die zum Zeitpunkt der
T-Zellaktivierung anwesend sind, die T-Zellantwort festlegen. So konnte innerhalb von
drei Tagen nach Infektion mit L. major in vitro kein Unterschied in der Expression
des protektiven IFN~v zwischen anfilligen BALB /c und resistenten C57BL/6 Mausen
gefunden werden. 2127144167 Ayych die Frequenz und Kinetik IL4-produzierender Zellen
des drainierenden Lymphknotens unterschied sich kurz nach Infektion in vitro und
invivo zwischen beiden Mausstimmen nicht. 61415 Zusammenfassend ist immer

noch umstritten, ob die Zytokinexpression kurz nach Infektion die T-Zellantwort préagt.

1.2.3 Rolle der B-Zellantwort

B-Zellen gehoren nicht zu den Hauptwirtszellen von L. major und werden nicht in der
direkten Abwehr der Parasiten genutzt. Sie werden funktionell aber durch die fiir die
L. major-Abwehr essentielle T-Zelleffektorantwort beeinflusst. So induziert IL4 den
Isotypwechsel von B-Zellen zu IgG1, das mit einem fortschreitenden Erkrankungsver-
lauf assoziiert wird, und IFNv den Isotypwechsel zu IgG2.3>%6 Da die Aktivierung
und der Isotypwechsel der B-Zellen von der T-Zellantwort abhingt, wurde die Be-
deutung der humoralen Immunantwort im Rahmen der L. major-Infektion lange Zeit
als Begleiterscheinung der T-zellspezifischen Zytokinantwort behandelt. Zunehmend
riicken aber auch B-Zellen und die von ihnen produzierten IgGs in den Blickpunkt
des Interesses und ihre Rolle im Verlauf einer L. major-Infektion wird zunehmend
kontrovers diskutiert. Die meisten Studien, die die Rolle von B-Zellen und Antikor-
pern auf den Infektionsverlauf einer L. major-Infektion untersuchen, nutzen entweder
Miéuse, die keine B-Zellen (B-zelldefizient, B-zelldepletiert durch Antikérper) oder
keine IgG-Rezeptoren (FeyR-defizient) besitzen. Nach Infektion mit kutanen Leishma-
nia-Stdmmen (z.B. L. major) werden B-Zellen und Antikorper in diesen Studien mit
einer verstarkten krankheitsassoziierten T-Zellantwort, ausgeprigten Léasionen des In-

fektionsgebietes und einem progressiven Krankheitsverlauf assoziiert.33:61,62,79,118,138,169
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Untersuchungen von Ronet und Kollegen weisen darauf hin, dass hierbei einerseits die
direkte Antigenprésentation durch L. major-spezifische B-Zellen an der Anfalligkeit
von BALB/c Mausen beteiligt sein konnte, und andererseits B-Zellen die Entwicklung
einer krankheitsassoziierten Zytokinantwort iiber die Ausschiittung von IL10 férdern

131,132 Weiterhin wird berichtet, dass Antikdrper-opsonisierte L. major von

konnten.
anderen Zellen als Komplement-opsonisierte aufgenommen werden. % Auch iiber eine
Antikorper-vermittelte Selektion der Wirtszelle konnten B-Zellen die Ausbildung der
Immunantwort gegen L. major beeinflussen.

Alle derartigen Studien weisen auf krankheitsférdernde Effekte von B-Zellen und
Antikorpern, nicht aber auf eine protektive Wirkungsweise hin. Eine eindeutige grund-
satzliche Beteiligung von B-Zellen und Antikérpern an der Anfélligkeit gegeniiber
L. major-Infektionen konnte bisher dennoch nicht bewiesen werden. So wiesen in
einer Studie B-zelldefiziente BALB/c keinen Unterschied im Krankheitsverlauf im Ver-
gleich zu Wildtypméusen auf.?® Dariiber hinaus scheint die Beteiligung von B-Zellen
und Antikérpern an der Anfilligkeit gegeniiber L. major-Infektionen vom infizierten

Mausstamm und der {ibertragenen L. major-Unterart abhingig zu sein. 132173

1.3 Apoptose

1.3.1 Leishmania und Apoptose

Mit Apoptose bezeichnet man den programmierten Zelltod. Im Verlauf einer Immun-
antwort spielt Apoptose eine wichtige Rolle, da aktivierte Zellen wie Lymphozyten
beseitigt werden und so eine dauerhafte, iiberschieffende Immunaktivierung verhindert
wird. 48:83:93,141,142° Anontotische Zellen unterliegen einem genetisch festgelegten, wohl
organisierten zeitlichen Ablauf des Zellabbaus, der ein schnelles Entfernen der Zell-
reste absichert, bevor diese immunogen werden. Ausgelost wird dieser Prozess durch
zytotoxische Lymphozyten, die entweder an Todesrezeptoren binden oder den Inhalt
ihrer zytolytischen Granula freisetzen.?% " Dariiber hinaus kann Apoptose auch
intrinsisch tiber die Zerstorung des mitochondrialen Membranpotentials, beispiels-
weise durch oxidativen Stress oder Hitzeschock, induziert werden.? 9150 Zentraler

Bestandteil der Apoptose ist die Aktivierung einer intrazelluldren proteolytischen
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d.?% Infolgedessen kommt es zur Frag-

Kaskade, die durch Caspasen vermittelt wir
mentierung von Zellorganellen und der DNA. Die Zerstorung der Mitochondrien
fiihrt zunéchst zur Zerstorung des mitochondrialen elektrischen Potentials, weiter-
fiithrend zum Zusammenbruch des elektrischen Potentials der gesamten Zelle.™ Die
Zelle schrumpft. Die DNA-Fragmentierung fiihrt zur Kondensation des Zellkerns.!™
Letztendlich werden kleine apoptotische Korperchen abgeschniirt.”> Bereits sehr friih
im Verlauf der Apoptose wird intrazelluldres, membranstandiges Phosphatidylserin

8,164 Mit dieser Externalisierung von PS

(PS) auf die Membranaufenseite transloziert.®
geben sterbende Zellen auch sogenannte Finde-mich-Signale (chemotaktische Faktoren)
ab, um Phagozyten zu rekrutieren. %6

Apoptosemarker wurden auch in einer Vielzahl von Einzellern gefunden.?® Dennoch
ist die Existenz von Apoptose in Leishmania ist umstritten. In den vergangenen Jahren
héuften sich aber Hinweise auf einen der Apoptose dhnlichen Zelltod von Leishmania.
Analog zur Apoptose wird dieser Prozess in Leishmania auch durch oxidativen Stress
oder Hitze ausgeldst. 1917 Dariiber hinaus wurden in Leishmania Enzyme entdeckt, die
eine den Caspasen dhnliche Funktion aufweisen.?? Die Aktivitit dieser Enzyme wurde
mit dem Verlust des mitochondrialen Membranpotentials in Verbindung gebracht
und fiihrte nachfolgend zum apoptoseihnlichen Zelltod der Parasiten.??101:109:133
Ebenso konnten Zellschrumpfung und die Fragmentierung der DNA durch Nukleasen
beobachtet werden.®92106,11L120,146,175 Ayych sterbende Leishmania externalisieren
im Verlauf ihres Zelltodes PS."®120:199 Dariiber hinaus sezernieren Leishmania einen
chemotaktischen Faktor, um Neutrophile, ihre Primarwirtszellen, zu rekrutieren. '62

Obwohl all diese Studien auf die Existenz eines programmierten Zelltodes in

Leishmania hinweisen, wurde der genaue Mechanismus noch nicht aufgeklart.

1.3.2 Einfluss apoptotischer Zellen auf die Immunantwort

Externalisiertes PS wirkt als Friss-mich-Signal und fiihrt dazu, dass apoptotische Kor-
perchen durch rekrutierte Phagozyten rezeptorvermittelt aufgenommen und abgebaut
werden. 9424358 Der Prozess ist einerseits durch die Freisetzung antiinflammatorischer
Zytokine wie 1L10, andererseits durch die Hemmung proinflammatorischer Zytokine

wie 1112 charakterisiert.?14%165 Hierbei reicht allein schon der Zell-Zellkontakt iiber
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PS aus, um die Expression des proinflammatorischen IL12 aktivierter Makrophagen
zu inhibieren, die des antiinflammatorischen IL10 zu steigern.3\™® Nachfolgend fiihrt
beispielsweise die verminderte Féahigkeit von Makrophagen, IL12 zu produzieren, dazu,
dass auch die IFN~-Produktion aktivierter T-Zellen verringert wird.”” Die Inhibierung
phagozytierender Zellen durch apoptotische Zellen ist ein allgemeiner Mechanismus,
um eine Immunaktivierung durch Eigenantigen zu unterbinden und die Entstehung
einer potentiell autoimmunen adaptiven Immunantwort zu verhindern. Apoptotische
Zellen inhibieren die proinflammatorische Immunantwort und vermindern dadurch eine
Entziindung. So nehmen Makrophagen apoptotische Neutrophile an Entziindungsorten
auf, werden funktionell deaktiviert und tragen damit zur Einddmmung der Entziindung
bei (Abb. 1-2).44:14L13 Fine aktuelle Studie zeigt, dass sogar Neutrophile selbst an der
Phagozytose apoptotischer Zellen beteiligt sind und von diesen funktionell inhibiert
werden (Abb. 1-2).42

Die Apoptose von Wirtszellen beeinflusst hierbei auch den Verlauf einer L. major-
Infektion. Apoptotische Neutrophile modulieren iiber PS die Funktionalitdt von
Makrophagen und verhindern deren Aktivierung.*344°1129 Sind solche apoptotischen
Neutrophile mit L. major infiziert, wird es den Parasiten ermdglicht, ihre Hauptwirts-
zelle still zu infizieren und intrazellulir zu iiberleben (Abb. 1-2).123:163 Dariiber hinaus
wird diskutiert, dass L. major aus apoptotischen Neutrophilen freigesetzt werden und
Makrophagen direkt infizieren und funktionell hemmen.*%7123 Der gleichzeitige Kon-
takt von infizierten Makrophagen mit apoptotischen Korperchen oder nicht infizierten
apoptotischen Neutrophilen hemmt auf diesem Weg den Abbau der internalisierten
L. major durch Makrophagen (Abb.1-2).124 Der Parasit nutzt die korpereigenen Tole-
ranzmechanismen, die durch apoptotische Prozesse induziert werden, fiir das eigene
Uberleben.

Aber nicht nur die Apoptose korpereigener Zellen beeinflusst die Immunantwort,
auch Leishmania selbst bedienen sich der Apoptose, um die Immunantwort des Wirts zu
ihren Gunsten zu beeinflussen. Leishmania nutzen die Expression des Apoptosemarkers
PS, um ihre Wirtszellen zu hemmen und dadurch ihr Uberleben zu erméglichen

(Abb. 1-2). Bedeutung erhélt dieses Vorgehen in zwei unterschiedlichen Phasen des

10
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Infektionsverlaufes, die sich durch unterschiedliche Mechanismen, wie die Expression
von PS eingesetzt wird, auszeichnen.

Amastigote Leishmania liegen in der etablierten Infektion, das heifst Wochen nach
Infektion vor. Sie nutzen PS, um die Infektion aufrecht zu erhalten. Lebende amastigote
L. amazonensis exprimieren PS und verstecken sich damit durch apoptotisches Mimikry
vor dem Wirt: Uber PS hemmen sie die Funktionalitit von Makrophagen, so dass sie
nicht abgetdtet werden, und erhchen dadurch ihre Infektivitéit in vivo. 3717

Promastigote Leishmania liegen dagegen nur zu Beginn der Infektion vor. Sie
nutzen PS, um die Infektion innerhalb weniger Tage zu etablieren (Abb.1-2). Im
Gegensatz zu amastigoten Leishmania verstecken sich promastigote Parasiten nicht
durch apoptotisches Mimikry in ihren Wirtszellen. Promastigote PS-exprimierende
Leishmania sind tatsdchlich apoptotisch, PS-negative dagegen lebendig. Die apoptoti-
sche PS+ Population promastigoter Leishmania ermdglicht das Uberleben lebender
PS- Parasiten und vermittelt die Infektivitdt der gesamten promastigoten Leishmania-
Population in vitro und in vivo in anfilligen BALB /c Miusen. 65170 Wanderley und
Kollegen zeigten in einer dieser Studien, dass die Hauptwirtszellen von Leishmania, die
Makrophagen, durch apoptotische PS+ Leishmania inhibiert werden.'™ Noch friiher
setzten van Zandbergen und Kollegen an. Sie zeigten, dass bereits Neutrophile, die Pri-
mérwirtszellen von Leishmania sind und lange vor Makrophagen im Infektionsgebiet

161 Tndem

einwandern, durch apoptotische PS+ L. major funktionell gechemmt werden.
sich eine Subpopulation fiir das Wohl der Gesamtpopulation opfert, legen promastigote
Leishmania im Gegensatz zu amastigoten Parasiten ein altruistisches Verhalten an
den Tag.

Beide zuvor erwéhnten Studien untersuchten lediglich die Wirkung apoptotischer
PS+ Leishmania auf die Funktionalitdt der Phagozyten im Infektionsgebiet und zeigten,
dass der progressive Verlauf einer Infektion in anfélligen BALB /c gefordert wird. Fiir
den Erfolg oder Misserfolg der Bekdmpfung einer Leishmania-Infektion ist insbesondere
die erworbene T-zellspezifische Zytokinantwort verantwortlich. Neben der angeborenen

Immunantwort zu Beginn der Infektion konnten promastigote apoptotische PS+

Parasiten die krankheitsassoziierte, T-zellspezifische Zytokinexpression und die T-

11
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Abb. 1-2: Einfluss von Apoptose auf die Etablierung der Infektion durch promas-
tigote Leishmania. Sowohl apoptotische Wirtszellen als auch apoptotische promastigote
Leishmania fordern die Etablierung der Infektion, indem sie die Aktivierung von Neutrophilen
und Makrophagen hemmen. Rot: apoptotische Phosphatidylserin-positive (PS+) Zellen.

zellabhéngige B-Zellantwort gezielt induzieren und dadurch die Abtétung der Parasiten

durch Makrophagen zusétzlich hemmen.

1.4 Zielsetzung

Apoptotische PS+ L. major unterstiitzen die Infektivitdt der gesamten Parasitenpopu-
lation. Promastigote apoptotische PS+ L. major férdern zu Beginn die Etablierung der
Infektion. Sie liegen nur zu Beginn der Infektion vor, dennoch reicht dies aus, um die
Infektion zu etablieren und den Infektionsverlauf festzulegen. Bisherige Studien analy-
sierten den klinischen Verlauf im Infektionsgebiet, welche funktionellen Konsequenzen
hieraus fiir die Effektorantwort der angeborenen und adaptiven Immunantwort in
Haut und Lymphknoten entstehen, ist nicht bekannt. Die vorliegende Arbeit soll die

Effektorantwort der angeborenen und adaptiven Immunantwort untersuchen, indem

12
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promastigote lebende PS- und promastigote apoptotische PS+ L. major voneinander
getrennt und BALB/c Méuse mit verschiedenen Inokula infiziert werden.

Zunéchst soll im Infektionsgebiet die angeborene Effektorantwort durch Analyse
von Zellmarkern und Chemokinen charakterisiert werden, die mit dem progressiven
klinischen Verlauf assoziiert ist, der durch promastigote apoptotische PS+ L. major
hervorgerufen wird. Fiir den Erfolg oder Misserfolg der Bekdmpfung einer L. major-
Infektion ist die erworbene Effektorantwort, die im drainierenden Lymphknoten gene-
riert wird, wichtig. In Abhéngigkeit von der Anwesenheit promastigoter apoptotischer
PS+ L. major im Inokulum soll daher die T-zellspezifische Zytokinantwort sowohl
in der Haut als auch im drainierenden Lymphknoten sechs Wochen nach Infektion
untersucht werden. Dariiber hinaus wird die T-zellabhéngige B-Zellantwort analysiert.

Promastigote apoptotische PS+ L. major liegen nur zu Beginn der Infektion vor.
Es ist nachgewiesen, dass sie kurz nach Infektion die Effektorzellen der angeborenen
Immunantwort, ihre Wirtszellen, hemmen. Es ist nicht bekannt, ob sich die Parasiten
dadurch bereits kurz nach Infektion vermehrt in den drainierenden Lymphknoten
verteilen und welchen Einfluss apoptotische PS+ L. major auf die erworbene Effektor-
antwort kurz nach Infektion ausiiben. Deshalb untersucht die vorliegende Arbeit die
Immunantwort des Lymphknotens drei Tage nach Infektion und vergleicht sie mit der
etablierten Immunantwort sechs Wochen nach Infektion.

Im Gegensatz zur anfélligen BALB/c kontrollieren resistente C57BL/6 Méuse die
Infektion mit L. major. Deshalb soll in Analogie zur anfilligen BALB/c im Infekti-
onsgebiet Haut untersucht werden, ob promastigote apoptotische PS+ L. major auch
einen Einfluss auf die Immunantwort resistenter C57BL /6 M&use haben und welche

Unterschiede zur anfilligen BALB/c Maus bestehen.
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Kapitel 2
Materialien

2.1 Parasiten

L. major (MHOM/IL/81/FE/BNI) Institut fiir Mikrobiologie, Universitdt zu Lii-

beck

L. major (MHOM/SN/74/SD) Institut fiir Mikrobiologie, Universitdt zu Lii-
beck

2.2 Tiere

BALB/cAnNCrl Charles River Laboratories, Research Models
and Services, Germany GmbH, Sulzfeld

C57BL/6NCrl Charles River Laboratories, Research Models

and Services, Germany GmbH, Sulzfeld

2.3 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotidsequenzen wurden mit Hilfe der kommerziellen Software Clone Manager
7.01 entworfen und iitber MWG Biotech AG (Ebersberg) oder biomers.net GmbH (Ulm)
bezogen. Die Sonden sind am 5’-Ende an das Fluorophor FAM, am 3’-Ende an den Quencher
TAMRA gekoppelt. for: Vorwértsprimer, rev: Riickwértsprimer.

Oligoname Sequenz 5’ > 3’ Oligo Produkt Accession-Nr.
(Bp) (Bp)

BDNF for cctggatgecgcaaacatgte 21 107 NM 007540.4

BDNF Sonde tcacacacgctcagctccccacgg 24

BDNF rev ctgeegetgtgacccactc 19
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Oligoname Sequenz 5’ > 3’ Oligo Produkt Accession-Nr.
(Bp) (Bp)

CD3e¢ for ataggaaggccaaggccaag 20 145 NM 007648.3

CD3e Sonde ccagactatgagcccatccgcaaagg 26

CD3e rev tcaggccagaatacaggtc 19

CD11c for ccactgtctgectteatatte 21 96 NM 021334.2

CDl1l1c rev gacggccatggtctagag 18

CD19 for gaaaatgcagatgaggagctgg 22 145 NM 009844.1

CD19 Sonde caaccagttggcaggatgatggacttect 28

CD19 rev gectgeatagaggateectete 21

FevRI for gaagacaccgctacacatctg 21 147 NM _ 010186.3

FeyRI rev gtctetgecaggageaaatte 20

FeyRII for gtcgeagecattgttattatee 22 133 NM _001077189.1

FeyRII rev getgtetgtactcacctactte 22

FeyRIII for gtacacagcaccagtccaag 20 118 NM _ 010188.4

FeyRIII rev gcaaacaggaggcacatcac 20

FeyRIV for gagggctcattggacacaac 20 120 NM 144559.1

FceyRIV rev gtcctatcagcaggeagaatg 21

Grl (Ly-6G) for gegttgetetggagatagaag 21 128 XM 909927.2

Grl (Ly-6G) rev  cttcacgttgacagcattacc 21

IFN~ for gcaaggcgaaaaaggatge 19 98 NM 008337.2

IFN+v Sonde tgccaagtttgaggtcaacaacccacag 28

IFN~ rev gaccactcggatgagctcattg 22

114 for gagactctttegggetttteg 21 96 NM_021283.1

IL4 Sonde cctggattcatcgataagetgeaccatg 28

1L4 rev aggctttccaggaagtctttcag 23

IL10 for tcectgggtgagaagetgaag 21 96 NM 010548.1

IL10 Sonde ctgaggcgcetgtcatcgatttcteee 26

IL10 rev cacctgctecactgecttg 19

KC for cagaccatggctgggattc 19 142 NM 008176.2

KC Sonde cctegegaccattettgagtgtggetatgac 31

KC rev gaaccaagggagcttcag 18

Kp for cctattcacttacaccaa 21 116 Referenz 112

Kp rev gggtagegtgggegttct 23

Macl for cttcacggcttcagagatgac 21 109 NM _001082960.1

Macl rev ctgaacagggatccagaagac 21

MIP1a for cactctgcaaccaagtcttc 20 138 NM 011337.2

MIP1la Sonde ccatatggagctgacaccccgactge 26

MIPla rev cacctggctgggagcaaag 19

MLNS51 for ccaagccagccttcattettg 21 134 NM 138660.2

MLN51 Sonde cacgggaacttcgaggtgtgcctaac 26

MLN51 rev taacgcttagctcgaccactctg 23

RANTES for getgetttgectacctetee 20 121 NM 013653.3

RANTES Sonde caaacacgactgcaagattggagcac 26

RANTES rev cacacttggeggttcctteg 20
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2.6 MEDIEN UND PUFFER

2.4 Antikorper

APAAP, Maus, Monoklonal

Purified
(RA3-6B2)

Polyclonal Rabbit Anti-Rat Immuno-
globulins / Biotinylated

CD45R /B220

anti-mouse

Biotin-conjugated =~ Hamster  Anti-
Mouse TCRpS chain Monoclonal
antibody

ExtrAvidin®-Alkaline Phosphatase
ExtrAvidin®-Peroxidase

Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins

Rat Anti-Mouse Ki-67 Antigen
(Clone TEC-3)

2.5 Kits

Annexin:FITC Apoptosis Kit I
Annexin V MicroBead Kit
Deoxyribonuklease I-Kit

innuPREP RNA Mini Kit

Mouse IgG1 ELISA Quantitation Set

Mouse IgG2a ELISA Quantitation Set

Mouse IgG2b ELISA Quantitation Set

2.6 Medien und Puffer

BHI-Medium
Blut-Agar-Medium

DakoCytomation Denmark A /S, Glostrup, Déa-
nemark

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg

DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup, Dé-
nemark

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup, Déa-
nemark

DakoCytomation Denmark A /S, Glostrup, Déa-
nemark

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Analytik Jena AG, Jena

Bethyl Laboratories Inc.,
USA

Montgomery, TX,

Bethyl Laboratories Inc.,
USA

Montgomery, TX,

Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX,
USA

10,4 g BHI, 200 ml H»O bidest, autoklaviert

2 ml Penicillin/Streptomycin, 200 ml BHI-
Medium
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2.7 CHEMIKALIEN UND ANDERE REAGENZIEN

Novy-Nicolle-McNeal (NNN) Blutagar

ELISA Blockpuffer

ELISA Probenpuffer

ELISA Waschpuffer

Phosphat gepufferte Saline (PBS)

Roswell Park Memorial Institute Me-
dium 1640 (RPMI 1640), without L-
Glutamine

RPMI-Komplettmedium

TBS-Tween

50 ml Kaninchenblut, 50 ml PBS, 2 ml Penicil-
lin/Streptomycin, 200 ml BHI-Medium

50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1% BSA, in A. bidest,
pH 8,0

50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 1% BSA, 0,05%
Tween®20, in A. bidest, pH 8,0

50 mM Tris, 0,14 M NaCl, 0,05% Tween®20, in
A. bidest, pH 8,0

2,5 mM KCI, 1,5 mM KHsPOy, 140 mM NaCl,
6,5 mM NasHPOy, in A. bidest, pH 7,25

PAA Laboratories GmbH, Colbe

RPMI 1640, 10 mM HEPES, 2 mM L-Glutamin,
100 U/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin,
10% (v/v) hitzeinaktiviertes FCS

0,050 M TRIS, 0,05% (w/v) Tween®20,
0,8% (w/v) NaCl in HyO bidest, pH 7,6

2.7 Chemikalien und andere Reagenzien

Brain Heart Infusion (BHI)

5-Bromo-2 "-deoxyuridine (BrdU)
5x First Strand Buffer

Aceton, 99,8%, p.a.
APAAP-Substrat

Bovines Serum Albumin (BSA)
Chloroform

DEPC-H0
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT) 0,1 M
DMSO

dNTP-Mix (10 mM)
Einbettmedium, Tissue-Tek®

DIFCO BD Biosciences Pharmingen™, Heidel-
berg

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

2% (v/v) N,N-Dimethylformamid, 0,02% Naph-
tol AS-MX Phosphat, 0,1 mM Levamisole in
0,1 M TRIS, pH 8,2

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

0,1% DEPC (v/v) in HyO bidest
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim Deutschland
BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Leica Instruments GmbH, Nussloch
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2.7 CHEMIKALIEN UND ANDERE REAGENZIEN

Eindeckmittel, AQUATEX®
Ethanol, 70%, 75%, 100%

FACS Clean

FACS Flow™

FACS Rinse

Fast Blue BB Salt, Fast Red TR
First Strand Buffer, 5x

Foetal Bovine Serum Albumine (FCS)

Formaldehydlosung, 37%
Gigasept® Med
Glutaraldehyd
Glutardialdehydlosung, 25%
Levamisole

L-Glutamine

Mastermix (reverse Transkription)

B-Mercaptoethanol
Methanol, 99,9%, p.a.
Mineralol

Na(Cl

NaCl-Losung 0,9 %, steril
NalNg

Naphtol AS-MX Phosphat
Natriumhydroxid
Natriumpyruvatlosung
N,N-Dimethylformamid
Normal Mouse Serum
Paraformaldehyd (PFA)
PFA 1%

PFA 4%

Penicillin /Streptomycin
(10000 U/ml/10 mg/ml)

qPCR® Mastermix Plus

Merck KGaA, Darmstadt

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg
Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Merck KGaA, Darmstadt

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
PAA Laboratories GmbH, Colbe

4 pl 5x First Strand Buffer, 2 ul DTT (0,1 M),
1 pl ANTP-Mix (10 mM), 250 ng Random-
Primer in 1 pul DEPC-H20, 0,5 ul Reverse Tran-
skriptase (200 U/pul)

Sigma Aldrich GmbH, Steinheim

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

Berlin-Chemie AG, Berlin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Fluka Chemie AG, Neu-Ulm

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA
Merck KGaA, Darmstadt

1% PFA (w/v) in PBS

4% PFA (w/v) in PBS

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Eurogentec Deutschland GmbH, Kéln
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2.8 VERBRAUCHSMATERIALIEN

qPCR® Mastermix Plus
for SYBR® Greenl

Random-Primer (hexamers rand)
Reverse Transkriptase (BD PowerS-
cript™)

SDS-Natriumlaurylsulfat

Silan

Schwefelsaure, 98%
zur Stickstoffbestimmung

Schwefelsaure, 20%
Silan-Losung, 2%
Toluidinblau
Toluidinblau-Losung (0,1%)

Trinatrium
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tween®20

Tween®20, 5%

TMB Single Solution

2.8 Verbrauchsmaterialien

96 Well Multiply®-PCR-Platten,
Polypropylen mit Klebefolie

Combitips (unsteril)
Cryogefife
Cryoschreiber

FACS-Rohrchen
(Test Tube, no cap, nonsterile)

Falcon®-Gefife, 15 und 50 ml

Folienobjekttrager,
PALM® Polyethylennaphthalat,
1 mm MembraneSlides

Glasobjekttrager Superfrost
Iso-Norm 8037

Injektionskaniile Gr.18, 100 Sterican

Eurogentec Deutschland GmbH, Kéln

MWG Biotech AG, Ebersberg

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Merck KGaA, Darmstadt

200 ml 98% Schwefelsaure, 800 ml A. bidest
2% (v/v) Silan in Aceton 100%
Waldeck GmbH & Co., Miinster

0,1% (w/v) Toluidinblau, 1% (v/v) Methanol,
15% (v/v) Ethanol in DEPC-H20

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Serva GmbH, Heidelberg

Serva GmbH, Heidelberg

5 ml Tween®20, 95 ml A. bidest
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Eppendorf AG, Hamburg
Nunc A/S, Roskilde, Ddnemark

Nalgene® Labware, Thermo Fisher Scientific
Inc., Roskilde, Dénemark

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg
BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg

P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, Bernried

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co KG,
Braunschweig

B. Braun Melsung AG, Melsungen
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Klebefolien, optisch klar

MaxiSorb Mikrotiterplatten
(96-well, Flachboden)

MS, LS, LD Columns (MACS)
Omnifix®-F, 1 ml

Peha-soft powderfree
Pipettenspitzen (10, 200, 1000 pul)
Reaktionsgefifse Safe Seal 2 ml

Reaktionsgefife, 0,5 und 1,5 ml,
Polypropylen

Safe Lock Tubes 1,5 ml

Serologische Pipetten (1, 2, 5, 10,
25 ml)

Spritzenfilter PET 0,2 ym

2.9 Operationsmaterialien

Einmalskalpelle, Klinge 11

Einwegspritzen, 1 ml, steril
(BD Plastipak™)

Injektionskaniilen, 0,45 x 13 mm
(BD Microlance™ 3)

Einwegspritzen, 1 ml, steril
(BD Plastipak™)

Injektionskaniilen, 0,45 x 13 mm
(BD Microlance™ 3)

Instrumente aus hochlegiertem Edel-
stahl

2.10 Gerate

ACCU BLOCK, Digital Dry Bath

Aufsenmessgerét Oditest 0-10 mm
Axiovert 200
Digitaler Blockthermostat

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Nunc A/S, Roskilde, Ddnemark

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
B. Braun Melsung AG, Melsungen
Hartmann, Heidenheim

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg

Préparierschere, fein; Pinzette, anatomisch;
Pinzette, chirurgisch; Uhrmacherpinzette

Labnet International Inc., Windsor, Berkshire,
UK

Kroeplin GmbH, Schliichtern
Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, G&ttingen

Axon Labortechnik, Kaiserslautern
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Eppendorf Research®  Multichannel
Pipette (30 - 300 pul)

FACS Calibur® Durchflusszytometer
Magnetriihrer IKA-Combimag RET
Midi MACS®

Mikrodissektion, PALM® MicroBeam
Mikroskop Axiovert mit AxioCam
Mikroskop Leitz Laborlux 12

uQuant™ Microplate Spektralphotome-
ter

Neubauer improved (Tiefe 0,02 mm)

Objektiv  NPL FLUOTAR Phaco2
40x/0.70 - 160/0.17

pH-Meter Beckman 3500 digital

Pipetten Eppendorf Research
(10, 20, 200, 1000 )

Pipetten Pipetman
1000 pul)

Pipettierhilfe pipetus®-akku

(10, 20, 200,

Real-Time Sequence Detection System

ABI PRISM® 7900
Schiittler, Titramax 1000

Serienschnittmikrotom, CM300 Kryo-
stat

Test Tube Shaker VWR1719
Thermomixer comfort

Tischzentrifuge Galaxy Mini
UV-Licht G 30 Watt Sylvana

Vakuumkonzentrationszentrifuge,
Concentrator 5301

Vortexer

Waage, Kern 440-51N, Messgenauigkeit
lg

Eppendorf Geratebau, Hamburg

BD Biosciences Pharmingen™, Heidelberg
Janke & Kunkel GmbH &Co. KG, Staufen
Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
P.A.LL.M. Microlaser Technologies AG, Bernried
Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, G&ttingen
Leitz, Wetzlar

BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH&Co KG,
Sondheim

Leitz, Wetzlar

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Eppendorf AG, Hamburg

Gilson International B.V., Limburg-Oftheim

Hirschmann Laborgerdte GmbH&Co.KG, Eber-
stadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwa-
bach

Leica Instruments GmbH, Nussloch, Jung

International nv/sa, Leuven, Belgien
Eppendorf AG, Hamburg

VWR International GmbH, Darmstadt
Bauhaus, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

C. Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Kern & Sohn GmbH, Balingen
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Waage, OHAUS® Adventurer MAR0640,
Messgenauigkeit 0,1 mg

Wasserbad
Zentrifuge 5417R
Zentrifuge Digifuge GL 2200

Zentrifuge Megafuge 1.0 R /2.0 R Hera-
eus

Zentrifuge, MiniSpin®Plus

2.11 Software

Adobe® Tllustrator
Adobe® Photoshop® 6.0
AxioVision 4.8

CellQuest Pro® v4.0.2
Clone Manager 7.01
Foxit Reader 3.0
Ghostscript 8.63
GraphPad Prism® 5.0
GSview 4.9

JabRef 2.5

KCjunior™ Data Analysis Software
1.41.8

Microsoft® Excel, Version 2002

MikTeX 2.7
OpenOffice.org 3.1.1 Draw

PALM® RoboSoftware
SDS 2.2.1 RQ Software
TeXnicCenter 1.0 RC1

Ohaus GmbH, Giefsen

Kottermann GmbH & Co KG, Uetze/Hénigsen
Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus Instruments GmbH, Hannover

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA
Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA

Carl Zeiss Mikrolmaging GmbH, Goéttingen
CellQuest™ Software, BD, Heidelberg

S & D Software, Cyry, NC, USA

Foxit Software Company, Fremont, CA, USA
http://www.ghostscript.com

GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA
http://www.ghostgum.com.au
http://jabref.sourceforge.net

BioTek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall

Microsoft Cooperation, Mountain View, CA,
USA

http://www.miktex.org

http://www.openoffice.org, Sun Microsystems,
Inc., Palo Alto, CA, USA

P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, Bernried
Applied Biosystems, Darmstadt

http://www.texniccenter.org

22



Kapitel 3

Methoden

3.1 Infektionsbiologische Methoden

3.1.1 Leishmania major Parasiten

Promastigote Leishmania major (L. major) Parasiten (MHOM/IL/81/FE/BNI) (Las-
kay et al., 1995) wurden freundlicherweise von T. Laskay (Institut fiir Mikrobiologie,
Universitdt zu Liibeck) zur Verfiigung gestellt. Promastigote L.major vom Typ
MHOM/SN/74/SD wurden zuerst von Anderson et al. beschrieben und freundlicher-
weise von G. v. Zandbergen (Institut fiir Mikrobiologie, Universitét zu Liibeck; jetzt
Institut fiir Mikrobiologie, Universitdit Ulm) zur Verfiigung gestellt. Im Uberblick:
Promastigote L. major wurden in vitro auf biphasischem Novy-Nicolle-McNeal (NNN)
Blutagarmedium in RPMI-Komplettmedium (27°C, feuchte Athmosphére, 5% CO3)
kultiviert, bis sie nach 7 Tagen die stationédre Phase erreichten. Fiir Infektionsversuche
wurden promastigote L. major der stationdren Phase der Passagen 3 bis 7 genutzt.
Nach jeder 12. Passage wurde eine neue Leishmanienkultur aus frisch isolierten L. major

aus Lymphknoten infizierter BALB/c Mause angesetzt.

3.1.2 Herstellung von Leishmanienlysat

Leishmanienlysat ist ein komplexes Gemisch degradierter Leishmanienantigene. Zur
Herstellung des Lysats wurden promastigote Leishmanien der stationdren Phase aus

der Zellkultur geerntet und dreimal mit PBS gewaschen (2000 g/10 min). Anschliefend
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wurden die Parasiten mit PBS auf 10? /ml eingestellt und durch wiederholtes Einfrieren

und Auftauen wie folgt degradiert:

1. Einfrieren in fliissigem Stickstoff.
2. Auftauen bei 40°C im Wasserbad.

3. Vortexen bei maximaler Leistung: 30 Sekunden.

Dieser Zyklus wurde zehnmal wiederholt. Das Lysat wurde in gebrauchsfertigen

Aliquots bei -80°C gelagert.

3.1.3 Subkutane Infektion im Fufd

Infektionen mit L. major wurden mit sterilen Einwegspritzen subkutan in die rechte,
hintere Fufsohle der Versuchstiere verabreicht. In der Regel wurden 10° Parasiten in
einem Volumen von 50 1 RPMI-Medium, injiziert, Ausnahmen sind im Text gesondert
gekennzeichnet. Zur Infektion wurden verschiedene Leishmanienpraparationen genutzt:
Leishmanien der stationdren Phase (L. major, Lm), lebende PS- L. major (Lm PS-),
sowie die Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+)
(aufgereinigt wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben).

3.1.4 Messung der Fufischwellung

Um den Infektionsverlauf in Mausen verfolgen zu konnen, wurde die Fuftschwellung
wochentlich vermessen. Hierfiir wurde mit einem Aufsenmesstaster die Dicke der Fiifse
bestimmt. Die Schwellung wurde als Differenz zwischen rechtem infiziertem und linkem

nicht infiziertem Fufs in Millimetern angegeben.

3.1.5 Bestimmung der Parasitenlast

Die Anzahl der Parasiten in der Lé&sion und im drainierenden Lymphknoten ist
ein Mafs dafiir, wie gut die Leishmanieninfektion unter Kontrolle gebracht werden
kann. Zur Bestimmung der Leishmanienlast in Haut und drainierendem poplitealem
Lymphknoten wurde die zirkuldre DNA der Kinetoplasten (Kp) mittels Real-Time
PCR detektiert und zum murinen Einzelkopiegen BDNF (Brain derived neurotrophic
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factor) ins Verhéltnis gesetzt (siehe Abschnitt 3.3.3).%° Der Nachweis der Kinetoplasten-
DNA erhoht die Sensitivitat, da pro einzelner L. major-Zelle bis zu mehrere tausend

Kopien der zirkuldiren DNA vorliegen. 1821147

3.2 Immunologische Methoden

3.2.1 Enzym-linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) gegen L. major-spe-
zifische Serum-IgGs

Der Nachweis der IgG-Subtypen im Serum wurde mit den Kits zur Quantifizierung
der Maus-IgG-Subtypen von Bethyl nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
96-Well-Flachbodenmikrotiterplatten wurden mit 50 ul Leishmanienlysat (Aquivalent
zu 10 L. magor, in PBS) iiber Nacht bei 4°C beschichtet, dreimal gewaschen (100 ul
Waschpuffer) und fiir 1h geblockt (100 ul Blockpuffer). Am néchsten Tag wurden
die Platten dreimal mit 100 ul Waschpuffer gewaschen, dann mit 50 ul Proben pro
Well fiir 1h inkubiert. Die Probenverdiinnungen wurden in Probenpuffer angesetzt
(Verdiinnungsstufen 100, 1000, 10000). Anschliefend wurde dreimal gewaschen und
50 pl des an Horse raddish peroxidase (HRP) gekoppelten Sekundérantikorpers fiir
1h inkubiert (Verdiinnung fiir anti-IgG1-HRP, anti-IgG2a-HRP, anti-IgG2b-HRP
jeweils 1:100 000, in Probenpuffer). Nach dreimaligem Waschen wurde der ELISA
mit 50 ul TMB entwickelt und die Farbreaktion mit 20% Schwefelsdure gestoppt. Die
photometrische Auswertung der Farbreaktion erfolgte bei 450 nm.

Zur Auswertung wurde die 1:1000 Verdiinnung herangezogen, weil hier im Ge-
gensatz zur 1:100 Verdiinnung die Messwerte noch nicht im S&ttigungsbereich der
Farbreaktion lagen. Damit auch Messungen verschiedener Platten und Messtage mit-
einander verglichen werden konnten, wurden zur Normierung der Messdaten pro Platte
sowohl naives als auch infiziertes Referenzserum eingesetzt. Die OD-Werte wurden

mit Hilfe folgender Formel normiert:

ODProbe - ODReferenz naiv
ODReferenz infiziert — ODReferenz naiv

Sowohl fir das naive als auch das infizierte Referenzserum wurde das Serum von

jeweils drei Tieren gepoolt.
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3.2.2 Magnetic Cell Sorting (MACS) von L. major

Zur Trennung lebender von apoptotischen L. major wurde das Annexin-V MicroBead
Kit genutzt. Dies macht sich zu Nutzen, dass Annexin V an den Apoptosemarker
Phosphatidylserin (PS) bindet und erméglicht dadurch die Trennung apoptotischer
(Annexin-V-positiver = PS+) und lebender (Annexin-V-negativer = PS-) L. major
mittels MACS.

250-10° L. magjor wurden in 400 ul Bindungspuffer (aus dem Kit) mit 100 ul An-
nexin-V-Beads inkubiert (15min, 4°C). Die Leishmanien wurden gewaschen (8 min,
1500 g, 4°C) und in 1 ml Bindungspuffer aufgenommen. Eine MACS LD-Séule wurde
mit 2 ml Bindungspuffer gespiilt und im Midi-MACS platziert. Die Leishmaniensus-
pension wurde auf die Saule gegeben und der Durchfluss in einem Falcon-Roéhrchen
aufgefangen. Die Séule wurde zweimal mit 1ml Bindungspuffer gespiilt und der
Durchfluss in demselben Falcon gesammelt. Diese Fraktion enthielt die lebenden PS-
Leishmanien. Die Sdule wurde aus dem MACS-Geriét entfernt und mit warmem PBS
die Annexin-V-markierten apoptotischen PS—+ Leishmanien von der Saule gewaschen.
Die Reinheit der MACS-gereinigten Leishmanien wurde mittels FACS-Analyse (sie-
he 3.2.3) verifiziert. Die Trennung lebender und apoptotischer Leishmanien mittels
MACS-Aufreinigung ist nicht zu 100% effizient, weshalb die lebende Fraktion einen

restlichen Anteil apoptotischer Leishmanien enthielt (maximal 10%).

3.2.3 Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) von L. major

Die Farbung apoptotischer Leishmanien fiir das FACS wurde mit dem Annexin:FITC
Apoptosis Kit I nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

108 L. major wurden in 100 ] Annexin-Bindungspuffer mit 5 sl AnnexinV-FITC
inkubiert (15 min, 4°C, dunkel). Als Negativkontrolle wurden 10° L. major im Bin-
dungspuffer allein inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen in 300 ul 1% PFA fixiert
und mittels FACS analysiert: Im FSC/SSC-Diagramm wurde ein Gate um die Leish-
manienpopulation gelegt und in diesem 15000 Ereignisse gemessen.

Zur Analyse wurde die Region, die die apoptotischen PS+ Leishmanien umfasst,

anhand der Negativkontrolle so ausgerichtet, dass 0,05% der Ereignisse mit eingeschlos-
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sen waren. Die aufgereinigten lebenden PS- Leishmanien wurden fiir Infektionsversuche

eingesetzt, wenn weniger oder gleich 10% der Leishmanien apoptotisch waren.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Lasermikrodissektion

Durch den Vergleich der Toluidinblau-gefarbten mit den immunhistologisch STCR-
gefarbten Kryostatschnitten konnte die T-Zellzone eindeutig identifiziert werden. Zur
Analyse wurde mit Hilfe der PALM®) RoboSoftware die T-Zellzone mit aktiver Zone
markiert und anschliefend mit dem gepulsten, ultravioletten Laser der Mikrodis-
sektionsanlage ausgeschnitten (7-10°um?). Die Proben wurden in Verschlusskappen
von Reaktionsgeféfsen in inertem Mineralol gesammelt, anschlieffend in 700 pl Lysis
Solution RL (innuPREP RNA Mini Kit) durch einminiitiges Vortexen aufgeschlossen

und denaturiert. Nach dem Abzentrifugieren wurden die Proben bei -20°C eingefroren.

3.3.2 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Die Gesamt-RNA wurde mit dem innuPREP RNA Mini Kit geméfs der Angaben
des Herstellers isoliert. Dazu wurden die Proben aufgetaut, eine Minute gevortext
und 10 Sekunden bei 14500 UpM abzentrifugiert. Durch zehnmaliges Aufziehen
mit einer Feindosierungsspritze (1 ml) wurde die genomische DNA geschert. Nach
Zugabe von 700 ul 70% Ethanol wurden die Proben auf die Spin Filter R Séule
gegeben, fiir zwei Minuten bei 12000 UpM zentrifugiert und das Filtrat anschliefend
verworfen. Waschschritte mit 500 1 Washing Solution HS und 700 1 Washing Solution
LS (je 1min, 12000 UpM) folgten, anschliefend wurde die Sdule getrocknet (2min,
12000 UpM) und die RNA mit 60 ul RNase-freiem Wasser in ein 1,5 ml Reaktionsgeféfs
eluiert (1 min, 8000 UpM). Zur Erhéhung der RNA-Ausbeute wurde das Eluat erneut
auf die Sdule gegeben. Die Saule wurde anschliefend verworfen, 12 ul des Eluats zur
Bestimmung der Leishmanienlast abgenommen und in -20°C eingefroren. Das restliche
Eluat wurde in der Vakuumzentrifuge auf 8 ul konzentriert (20 min, 60°C).

Die Proben wurden bei Bedarf mit DEPC-Wasser auf 8 ul aufgefiillt. Zum Verdau
genomischer DNA wurden 1 pul 10x DNase-Puffer und 1 ul DNaseI (Deoxyribonuklease
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[-Kit, 1 U/pul) eingesetzt und fiir 15 min bei 20°C inkubiert. Durch Zugabe von 1,5 ul
15mM EDTA-Stopplésung (Deoxyribonuklease I-Kit) wird die Reaktion in einer
10-miniitigen Inkubation bei 70°C gestoppt. Alle nachfolgenden Schritte folgten auf
Eis: Die Proben wurden zur reversen Transkription mit 8,5 ul Mastermix versetzt
und inkubiert (50min, 42°C) und die Reaktion durch Inaktivierung der Reversen
Transkriptase abgestoppt (15 min, 70°C). Bis zur weiteren Verwendung wurden die

cDNA-Proben bei -20°C eingefroren.

3.3.3 Quantitative Real-Time (RT)-PCR

Die Quantifizierung erfolgte mit dem ABI PRISM®) 7900 Sequence Detection System.
Die verwendeten Oligonukleotide sind mit ihren Sequenzen in Tabelle 2.3 on page 14
dargestellt. Pro 20 ul Reaktionsansatz wurden 0,5 bis 1 ul cDNA, 1x konzentrierter
qPCR Mastermix und Oligonukleotide in den in Tabelle 2.3 angegebenen Endkon-
zentrationen eingesetzt. Folgender PCR-Zyklus wurde verwendet: 6 min bei 95°C, 50
Zyklen fiir 30s bei 95°C und 1 min bei 60°C. Bei Verwendung des PCR® Mastermix
Plus for SYBR® Green I wurde zudem ein Dissoziationsschritt (155 95°C, 155 60°C,
15s 95°C) angehéngt. Die Bestimmung des Ct-Wertes (cycle of threshold) erfolgte
mit Hilfe der SDS 2.2.1 RQ Software. Der Schwellenwert wurde auf 0,2 gesetzt und
mit dem von Applied Biosystems empfohlenen Auswertungsverfahren wurde fiir jede

Probe die Kopienzahl eines Zytokins pro Kopie MLN51 mit der Formel

9CtmLNs1=Clzytokin

bestimmt. Ausnahmen hiervon bildet das Oligonukleotid Kp (Schwellenwert 0,1),
das auf das Einzelkopiegen BDNF bezogen wurde. Wurde fiir MLN51 ein Ct von 38
iiberschritten, wurden die Proben von der Auswertung ausgeschlossen, da in diesen
Bereichen eine zuverldssige Detektion in dem hier angewandten System nicht mehr
sichergestellt werden konnte. Werte, die als nicht detektierbar eingestuft wurden, sind

in den Abbildungen auf Null gesetzt.

28



3.4 IMMUNHISTOCHEMISCHE METHODEN

3.4 Immunhistochemische Methoden

3.4.1 Kryosektion

Um die Morphologie sowie das Ausmalfs der durch Leishmanienlysat induzierten
Proliferation im poplitealen Lymphknoten zu bestimmen, wurden immunhistologisch
gefarbte Gefrierschnitte hergestellt. Die Lymphknoten wurden bei -20°C auf einem
Objekttisch in Einbettmedium fixiert und mit einem Serienschnittmikrotom 12 ym dick
geschnitten. Die Gefrierschnitte wurden entweder im Ganzen in ein Reaktionsgefafs
mit 700 ul Lysis Solution RL (innuPREP RNA Mini Kit) gegeben oder einzeln
auf Glasobjekttriger (Superfrost, fiir Immunhistologie) bzw. Folienobjekttréger (fiir
Mikrodissektion) aufgebracht und zwei Stunden bei Raumtemperatur getrocknet.
Die Schnitte im Puffer wurden eine Minute gevortext, abzentrifugiert und bei -20°C
eingefroren. Der Folienobjekttrager wurde Toluidinblau (siehe 3.4.2) gefarbt und bis
zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Alle weiteren Objekttrager wurden

immunhistologisch gefiarbt (Abschnitt 3.4.2).

3.4.2 Farbungen

Fiir die immunhistologischen Farbungen kamen die in Tabelle 2.4 aufgefithrten Antikor-
per zur Anwendung. Antikérper wurden in der Regel in TBS-T angesetzt, Ausnahmen
sind gekennzeichnet. Die Farbemittel Fast Red und Fast Blue wurden in APAAP-
Substrat angesetzt. Sofern nicht anderweitig gekennzeichnet, wurden Spiilschritte in
TBS-T und Farbungen mit Fast Red oder Fast Blue schiittelnd durchgefiihrt, Inkuba-

tionen mit Antikérpern erfolgten bei Raumtemperatur in der dunklen Feuchtkammer.

Toluidinblau

Fiir die Mikrodissektion wurden Folienobjekttriager mit Toluidinblau gefarbt. Dazu
wurde das Priaparat zwei Minuten in 75% Ethanol fixiert, anschliefend zwei Minuten
in DEPC-Wasser gespiilt und fiir 10 Minuten mit 0,1% Toluidinblau inkubiert. Dann

wurde zweimal fiir 15 Sekunden schwenkend in DEPC-Wasser gespiilt und zweimal
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fiir 15 Sekunden schwenkend in 100% Ethanol entwéssert. Das Praparat wurde kurz

getrocknet und anschliefsend bei -80°C eingefroren.

TCR;3/B220

Zur eindeutigen Identifikation des T-Zellkompartimentes im pLK wurde ein weite-
rer Glasobjekttriager mit anti-TCRS (T-Zellrezeptor) und anti-B220 (B-Zellrezeptor)
gefarbt. Hierzu wurde der Objekttréger bei -20°C in Methanol/Aceton (1:1, v/v)
fixiert und anschliefsend zweimal fiir 5 Minuten gespiilt. Der biotinylierte Priméranti-
korper gegen TCRfA (1:100) wurde eine Stunde dunkel inkubiert, der Objekttrager
dann gespiilt und 30 Minuten mit ExtrAvidin@®)-Peroxidase (1:100) inkubiert. Der
Objekttriager wurde erneut gespiilt, fiir 5 Minuten mit Diaminobenzyl (DAB) die
Farbreaktion entwickelt und zweimal gespiilt. Abschlieftend wurde das Préaparat zur

besseren Kontrastierung mit Himalaun gegengefarbt und mit Aquatex®) eingedeckt.

Ki67,/B220

Zur Bestimmung proliferierender T-Zellen im Paracortex wurde Ki67, ein Protein, das
wahrend aller Phasen des aktiven Zellzyklus exprimiert wird, angefarbt.

Die Objekttréager wurden aufgetaut (10min) und fixiert: Chloroform (10 min,
Raumtemperatur (RT)), Aceton (10 min, RT), spiilen (2x 5min) und abschliefend
4% Paraformaldehyd (PFA) (45min, 4°C). Der Antikérper gegen Ki67 wurde bei
Raumtemperatur tiber Nacht inkubiert (1:100 in PBS-1%BSA-0,1%NaN3;). Die Ob-
jekttriager wurden in biotinyliertem polyklonalem Antikérper (pAK) (1:500 mit 5%
Méauseserum) (30 min) inkubiert und mit ExtrAvidin@®)-Alkaliner Phosphatase mar-
kiert (1:100) (30 min). Die Farbentwicklung fiir Ki67 erfolgte mit Fast Red (25 min).
Fiir die B220-Férbung wurde zunéchst fiir eine Stunde mit anti-CD45R/B220 (1:100
in PBS-1%BSA-0,1%NaN3), dann mit pAK (1:500 mit 5% Ma&useserum) (30 min)
inkubiert. Die Objekttrager wurden mit ExtrAvidin@®)-Alkaliner Phosphatase markiert
(1:100) (30 min) und die Farbentwicklung mit Fast Blue (25 min) dargestellt. Zwischen

den Inkubationen wurde 10 bis 15 Minuten gespiilt.
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3.4.3 Bestimmung der T-Zellproliferation im Lymphknoten

Am Lichtmikroskop (Leitz Laborlux 12, Leitz, Wetzlar, Deutschland) wurde die Zahl
proliferierender Zellen im Paracortex in einer Fliche von 1000 um? ermittelt. Es wurde
die Flidche mit der groften Dichte proliferierender Zellen ausgewertet (sogenannter

Hot-Spot).

3.5 Tierversuche

3.5.1 Tierversuchsantrag

Alle Tierversuche wurden in den Rdumen der gemeinsamen Tierhaltung der Universitat
zu Liibeck durchgefiihrt.

Folgender Tierversuchsantrag wurde vom Ministerium fiir Landwirtschaft, Umwelt
und landliche Raume von Schleswig-Holstein fiir dieses Projekt genehmigt: ,Identifi-
zierung von Molekiilen und Mechanismen, die im T-Zell-Areal des Lymphknotens fiir
die Entstehung einer TH1- bzw. TH2-Immunantwort verantwortlich sind am Beispiel
der murinen Leishmaniose” (V 312-72241.122-1 / 93-8/06).

e Giiltig vom 31.12.2006 bis 31.12.2008, verlangert bis 31.12.2009

e Antragsteller: Prof. Dr. med. Jiirgen Westermann

o Stellvertreter: Dr. med. vet. Maike Blessenohl

3.5.2 Tiere und Haltungsbedingungen

Fiir alle Versuche wurden weibliche Laborméuse vom Stamm BALB/c und C57BL/6
(Charles River GmbH, Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Alle Tiere wurden in der
gemeinsamen Tierhaltung der Universitit zu Liibeck eingestallt, Einzelhaltung wurde
durch Gruppenbildung vermieden. Die Haltung der Méause erfolgte in Standardkéfigen
(425 x 266 x 155 mm) aus transparentem Polycarbonat mit Abdeckgittern aus Edelstahl
(E. Becker & Co. GmbH, Castrop-Rauxel, Deutschland). Die Einstreu aus Holzspéanen
(Altromin GmbH, Lage, Deutschland) wurde wochentlich gewechselt, Wasser und
standardisiertes Pelletfutter (altromin 1430, Altromin GmbH, Lage, Deutschland)

stand den Tieren ad libitum zur Verfiigung. In den klimatisierten Rd&umen wurde ein
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Hell-Dunkel-Rhythmus von 12:12 Stunden (Hellphase 06:00 - 18:00) eingehalten. Nach
einer Bingewohnzeit von mindestens einer Woche wurden die Tiere im Rahmen der

Injektionsversuche eingesetzt. Zu Versuchsbeginn waren die Tiere 8 bis 12 Wochen alt.

3.5.3 Organentnahme

Die Tiere wurden durch Inhalation von CO, betédubt und anschlieffend getttet. Blut
wurde durch einen Schnitt ins Herz entnommen. Die Fufhaut und die drainierenden
poplitealen Lymphknoten wurden entnommen, in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und dann in Kryogefafen bei -80°C eingelagert. Die Eingriffe erfolgten unter sauberen,
jedoch nicht sterilen Bedingungen in den fiir operative Eingriffe vorgesehenen Raumen
der gemeinsamen Tierhaltung. Die fiir die Operationen benotigten Instrumente wurden

vor jedem Operationstag mit 0,1% SDS und 70% Ethanol gereinigt.

3.6 Statistische Auswertung

Bei Uberpriifung der Daten auf Gaufsche Normalverteilung (KOLMOGOROFF-
SMIRNOV-Test) ergaben sich fiir die meisten der hier dargestellten Daten keine
signifikanten Abweichungen. Da einige Datensétze nicht der Gauftschen Normalvertei-
lung folgten und aufgrund der zum Teil kleinen Stichprobengréfe, wurden dennoch
ausschliefslich nicht-parametrische Testverfahren fiir die Analyse herangezogen. Beim
Vergleich zweier unabhéngiger Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test herange-
zogen, bei abhédngigen Stichproben der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test durchgefiihrt.
Innerhalb der Abbildungen wurde zwischen p < 0,05 (*), p <0,01 (**) und p < 0,001

(***) als Signifikanzniveau unterschieden.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Einfluss apoptotischer PS+ L. major in anfilligen BALB /c

Promastigote, apoptotische PS+ L. major im Inokulum verstdrken die Infektivitat

161 In der vorliegenden Arbeit sollte der

von L. magor in anfélligen BALB/c Mausen.
Einfluss apoptotischer PS+ L. major im Inokulum auf die etablierte Immunantwort

anfélliger BALB/c Méause analysiert werden.

4.1.1 Analyse des klinischen Bildes

In zwei unabhéngigen Experimenten wurden lebende PS- und apoptotische PS+
L. major aus einer Kultur promastigoter L. major mittels magnetischer Zellseparation
getrennt (siehe 3.2.2 und Abb. 4-1).'%" Anschliefend wurden anfillige BALB/c Mause
entweder mit L. major vor Aufreinigung (Lm), aufgereinigten lebenden PS- L. major
(Lm PS-) oder einer Mischung aus aufgereinigten lebenden PS- und apoptotischen
PS+ L. major (LmPS-/PS+) infiziert (siehe 3.1.3). Die Gesamtinfektionsdosis betrug

106 Parasiten.
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Abb. 4-1: MACS einer promastigoten L. major-Kultur. Durch magnetische Zellse-
paration iiber ein Annexin-V-MACS werden lebende PS- und apoptotische PS+ L. major
voneinander getrennt. Mit Hilfe FITC-markierten Annexins (Anx-FITC) wird der Gehalt
apoptotischer PS+ Zellen pro Fraktion mittels FACS bestimmt. Exemplarische Fotos und
Histogramme sind gezeigt. Fotos: Matthias Klinger, Institut fiir Anatomie, Liibeck; Phasen-
kontrast, schwarzer Balken = 1 um. Histogramme: grau: nicht gefarbt, schwarz: Anx-gefarbt.
Anx: Annexin V, PS: Phosphatidylserin.

4.1.1.1 Apoptotische PS+ L. major verstirken die Fulischwellung

Die Entwicklung der Fufsschwellung wurde nach Infektion wochentlich dokumentiert.
Im Vergleich zur konventionellen Infektion (Lm) fithrte die Depletion apoptotischer
PS+ L. major (LmPS-) zu einer Verringerung der mittleren Fufsschwellung sechs
Wochen nach Infektion, die Zugabe apoptotischer PS+ Parasiten zum Inokulum
(Lm PS-/PS+) fithrte dagegen wieder zur vollen Fufischwellung der konventionellen
Infektion (Abb.4-2 A). In den meisten Fallen wiesen erkrankte Tiere zudem eine zu-
nehmende Nekrotisierung des infizierten Fufkes auf (Daten nicht gezeigt). Die genauere
Analyse von Lm PS- infizierten BALB/c zeigte, dass nicht alle BALB/c eine geringere,
nur méakige Fukschwellung aufweisen, sondern sich deutlich zwei Gruppen bilden:
Von 10 infizierten anfélligen Méausen blieben 5 durch die Depletion apoptotischer

PS-+ L. major im Inokulum symptomfrei, die anderen 5 BALB/c entwickelten den

34
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vollen Krankheitsverlauf (Abb.4-2B). Die etablierte Immunantwort dieser klinisch
unauffilligen BALB/c (Lm PS- <1 mm) sollte im weiteren Verlauf der vorliegenden
Arbeit analysiert werden. Die nach Infektion mit lebenden PS- L. major dennoch

erkrankten Tiere (Lm PS- >1mm) wurden im Folgenden nicht weiter betrachtet.

A, B,
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Abb. 4-2: Apoptotische PS+ L. major verstiarken die Fufischwellung. A: Anfilli-
ge BALB/c wurden mit L. major vor Aufreinigung (Lm), lebenden PS- L. major (Lm PS-)
oder einer Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+ L. magjor (Lm PS-/PS+) infiziert.
Die Gesamtinfektionsdosis betrug 10 /50 ul. Die Fukschwellung wurde wochentlich vermes-
sen. B: Lebende PS- L. major induzieren 2 Gruppen: klinisch unauffillig (Fufschwellung
< 1mm), klinisch erkrankt (Fufschwellung > 1mm). Fufschwellung in mm; Mittelwert +
Standardfehler; n >5; * p < 0,05, ** p < 0,01 (Mann-Whitney-U-Test).

4.1.1.2 Apoptotische PS+ L. major verstiarken die Parasitenlast

Zur genaueren Beurteilung des klinischen Zustandes sechs Wochen nach Infektion
wurde die Parasitenlast in Haut und Lymphknoten mittels Real-Time RT-PCR
bestimmt (siehe 3.3.3). Zum Nachweis diente die zirkuldre Mini-DNA der Kinetoplasten
(Kp), die in bis zu mehreren tausend Kopien pro einzelner L. major-Zelle vorliegt und
dadurch die Sensitivitit der Detektion erhéht (siehe 3.1.5). 825147 Im Vergleich zur
konventionellen Infektion (Lm) ging der verbesserte klinische Verlauf nach Infektion
PS- L. major (Lm PS- <1mm) mit einer Verringerung der Leishmanienlast in Haut
und Lymphknoten einher (Abb. 4-3). Wie auch fiir die Fukschwellung zu beobachten
war, erhohte die Zugabe apoptotischer PS+ Parasiten zum Inokulum (Lm PS-/PS+)

die Leishmanienlast in Haut und Lymphknoten wieder. Zusammenfassend bewirkten
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apoptotische PS+ L. major im Inokulum einen verschlechterten klinischen Verlauf

einer L. major-Infektion in anfélligen BALB/c Mausen.
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Abb. 4-3: Apoptotische PS+ L. major erhohen die Leishmanienlast in Haut und
Lymphknoten. Anfillige BALB/c wurden mit L. major vor Aufreinigung (Lm), lebenden
PS- L. major (Lm PS- <1mm) oder einer Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+
L.magjor (Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis betrug 10°/50 ul. Haut und
pLK wurden sechs Wochen nach Infektion entnommen und die Leishmanienlast mittels RT-
PCR als Kopien der Kp-DNA von L. major (Kp) pro Kopie des Single-Copy-Gens Brain-
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) in Haut und Lymphknoten bestimmt.?® Mittelwert
+ Standardabweichung, n > 5, p: Mann-Whitney-U-Test; Ko: Kontrolle.

4.1.2 Analyse der Entziindung in der Haut

Die Ergebnisse des vorhergehenden Abschnitts 4.1.1 zeigen, dass die Anwesenheit
apoptotischer PS+ L. major im infektiosen Inokulum zur verstirkten Fufischwellung
anfilliger BALB/c im Verlauf der Infektion fiihrt. Aus diesem Grund sollte in weiter-
fithrenden Experimenten untersucht werden, ob die durch apoptotische PS-+ L. major
im Inokulum hervorgerufene, gesteigerte Fulschwellung auch mit einer Steigerung von
Entziindungsmarkern der Haut einhergeht. Hierzu wurde die infizierte Haut der in
Abschnitt 4.1.1 infizierten BALB/c sechs Wochen nach Infektion entnommen und
hinsichtlich der mRNA-Expression von Zellmarkern und Chemokinen untersucht (siche

3.3.2 und 3.3.3).
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4.1.2.1 Apoptotische PS+ L. major verstirken die Akkumulation dendri-
tischer Zellen und Neutrophiler

Um zu analysieren, ob apoptotische PS+ L. major auch die Akkumulation von den-
dritischen Zellen (CD11c) und den Wirtszellen der Parasiten, Makrophagen (Macl)
und Neutrophilen (Grl), im Infektionsgebiet steigern, wurde die mRNA-Expression
der jeweils zelltypischen Oberflachenmarker bestimmt. Zur Analyse von Neutrophilen
mittels Grl wurde ein spezifisches Oligonukleotid gegen den Lokus Ly-6G verwendet,
um zu gewdhrleisten, dass ausschlieflich Neutrophile (Ly-6G), nicht aber monozy-
tire Vorlduferzellen (Ly-6C) detektiert wurden.34"129 Nach Infektion mit lebenden
PS- L. major (Lm PS- < 1mm) akkumulierten deutlich weniger dendritische Zellen
(CDl1l1c), aber auch weniger Neutrophile (Grl) in der Haut als nach einer konventio-
nellen Infektion (Lm) (Abb. 4-4). Das Hinzufiigen apoptotischer PS+ L. major zu
Beginn der Infektion (Lm PS-/PS+) erhohte die Akkumulation dendritischer Zellen
und Neutrophiler wieder auf das Niveau der konventionellen Infektion (Abb. 4-4).
Eine Steigerung der Akkumulation von Makrophagen wurde dagegen nicht beobachtet.
Somit steigern apoptotische PS+ L. major im Inokulum langfristig die Akkumulation

dendritischer Zellen und Neutrophiler im Infektionsgebiet.
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Abb. 4-4: Apoptotische PS+ L. major steigern die Akkumulation dendritischer
Zellen und Neutrophiler in der Haut. Anfillige BALB/c wurden mit L. major vor
Aufreinigung (Lm), lebenden PS- L.major (Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS-
und apoptotischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis be-
trug 105/50 ul. Die infizierte Haut wurde sechs Wochen nach Infektion entnommen und die
mRNA-Expression der Zellmarker CD11c (dendritische Zellen), Macl (Makrophagen) und
Grl (Neutrophile) mittels RT-PCR analysiert. Mittelwert + Standardabweichung, n > 5, p:
Mann-Whitney-U-Test; Ko: Kontrolle, n. d.: nicht detektierbar.

4.1.2.2 Apoptotische PS+ L. major erhéhen die Expression der Chemo-
kine KC und MIP1«a
Die Migration von Zellen in die Haut und damit auch die Ausprigung einer Entziin-
dung wird tiber Chemokine gesteuert. Beispielsweise rekrutiert das inflammatorische
Chemokin RANTES neben Monozyten und Makrophagen auch dendritische Zellen und
T-Zellen. %19 Monozyten und Makrophagen werden vor allem durch MIP1a rekru-
tiert und aktiviert, 3449919 Neutrophile durch KC.4%8094148 Deghalb sollte analysiert
werden, ob apoptotische PS+ L. major neben der in Abschnitt 4.1.2.1 beschriebe-
nen Zellakkumulation auch die Expression der inflammatorischen Chemokine Rantes,
MIP1la und KC verstirken. Fehlten apoptotische PS+ L. major im Inokulum (Lm PS-),
war die Expression der Chemokine KC und MIP1a im Vergleich zur konventionellen
Infektion (Lm) im Infektionsgebiet sechs Wochen nach Infektion leicht verringert
(Abb. 4-5). Wie auch schon zuvor bewirkte die Zugabe apoptotischer PS+ Parasiten
zum Inokulum (Lm PS-/PS+) einen Anstieg der Chemokinexpression auf das Niveau

konventionell infizierter BALB/c. Die Expression von RANTES wurde unabhéngig

38



4.1 EINFLUSS APOPTOTISCHER PS+ L. major IN ANFALLIGEN BALB/c

von der Zusammensetzung des Inokulats nicht verdndert (Abb. 4-5). Zusammen
mit der Akkumulation von Entziindungszellen (siehe 4.1.2.1) zeigt die gesteigerte
Expression inflammatorischer Chemokine, dass apoptotische PS+ L. major im Inoku-

lum in anfélligen BALB/c langfristig eine starke Entziindung des Infektionsgebietes

induzieren.
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Abb. 4-5: Apoptotische PS+ L. major induzieren in der Haut eine leichte Erho-
hung der inflammatorischen Chemokine KC und MIP1a. Anfillige BALB/c wurden
mit L. major vor Aufreinigung (Lm), lebenden PS- L. major (Lm PS-) oder einer Mischung
lebender PS- und apoptotischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfekti-
onsdosis betrug 10°/50 pl. Infizierte Haut wurde sechs Wochen nach Infektion entnommen
und die Expression der Chemokine RANTES, MIP1a und KC mittels RT-PCR analysiert.
Mittelwert + Standardabweichung, n > 5, p: Mann-Whitney-U-Test; Ko: Kontrolle.

4.1.3 Analyse des Antikorpersystems

Fcy-Rezeptoren werden auf allen Zellen des Immunsystems aufer T- und NK-Zellen
exprimiert.'116 Dendritische Zellen nehmen IgG-opsonisierte Parasiten iiber Fcry-
Rezeptoren, insbesondere FeyRI und IIT auf.!™ Die Untersuchungen des vorhergehen-
den Abschnitts zeigen, dass apoptotische L. major die Akkumulation dendritischer
Zellen in der Haut fordern (siehe 4.1.2.1). Aus diesem Grund sollte weitergehend
untersucht werden, ob apoptotische PS+ L. major im Inokulum die Expression der
FcyRI und III in Analogie zur Akkumulation dendritischer Zellen in der Haut anfalliger
BALB/c steigern. Die Wirkung der Fcy-Rezeptoren wird durch Immunglobuline, die

an sie binden, vermittelt. Deshalb wurden auch die IgG-Subtypen im Serum analysiert.
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4.1.3.1 Apoptotische PS+ L. major erh6hen die Expression des IgG1l-
bindenden FcyRIII in der Haut

In M&usen sind vier FeyR bekannt (FeyRI bis IV). Der inhibierende, niedrig affine
FeyRII bindet alle IgG-Subtypen (IgG1, IgG2a, IgG2b). Die iibrigen Fcy-Rezeptoren
sind aktivierende Rezeptoren und haben unterschiedliche Spezifitdten: Der hoch affine
FcyRI bindet 1gG2a, der niedrig affine FeyRIII bindet IgG1 und der intermediér affine
FeyRIV bindet IgG2a und IgG2b. 115116 Die Haut der in Abschnitt 4.1.1 infizierten
BALB/c wurde sechs Wochen nach Infektion hinsichtlich der mRNA-Expression der
FeyRI bis IV untersucht (siehe 3.3.2 und 3.3.3). Fehlten apoptotische PS+ L. major
im Inokulum (Lm PS- < 1mm) wurde der IgG1-bindende FeyRIIT erwartungsgeméfs
signifikant geringer exprimiert (Abb. 4-6). Die Zugabe apoptotischer PS+ Parasiten
zum Inokulum (Lm PS-/PS+) hob das Expressionsniveau von FeyRIII wieder auf das
der konventionellen Infekion (Lm). Entgegen der Erwartung war keine Verdnderung
des IgG2a-bindenden FeyRI zu detektieren (Abb. 4-6). Auch die Expression der
Fevy-Rezeptoren II und IV wurde unabhéngig von der Zusammensetzung des Inokulats

nicht verandert.
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Abb. 4-6: PS+ L.major erhdhen die Expression des IgG1l-bindenden FcyRIII
in der Haut. Anfillige BALB/c wurden mit L. major vor Aufreinigung (Lm), lebenden
PS- L. major (Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+ L. major
(Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis betrug 10° /50 ul. Infizierte Haut wurde
sechs Wochen nach Infektion entnommen und die Expression der FeyR-mRNAs mittels RT-
PCR bestimmt. Mittelwert + Standardabweichung, n>5, p: Mann-Whitney-U-Test; Ko:
Kontrolle.
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4.1.3.2 Apoptotische PS+ L. major erhohen IgG1l im Serum

Die Experimente in Abschnitt 4.1.3.1 konnten nicht eindeutig kléren, ob apoptotische
PS+ L. major die Wirkung von FeyRIII starken, indem sie dessen Expression fordern
oder ob die Akkumulation FcyRIII-exprimierender Zellen fiir den beobachteten An-
stieg verantwortlich ist. Um die Wirkung von Fcy-Rezeptoren zu beurteilen, ist die
Analyse der FeyR-bindenden IgG-Subtypen essentiell. Immunglobuline, insbesonde-
re das FeyRIII-bindende IgG1, sind mit dem progressiven Krankheitsverlauf einer
Leishmaniose assoziiert. "1931%% Um zu analysieren, ob apoptotische PS+ L. major
FeyRIII-bindendes IgG1 erhéhen, wurde Serum sechs Wochen nach Infektion ent-
nommen und der Gehalt der IgG-Subtypen IgG1, [gG2a und IgG2b mit Hilfe eines
L. major-spezifischen ELISA detektiert (siehe 3.2.1). Wie erwartet war IgG1 im Serum
verringert, wenn apoptotische PS+ L. major im Inokulum fehlten (Lm PS-) (Abb.
4-T7). Die Zugabe apoptotischer PS+ L. major erhohte die IgG1-Spiegel wieder auf
das Niveau der konventionellen Infektion (Lm). IgG2a und IgG2b wurden dagegen
unabhéngig vom Inokulum nicht verédndert im Serum nachgewiesen (Abb. 4-7). Zu-
sammenfassend zeigen die Daten, dass apoptotische PS+ L. major im Inokulum
die Wirkung von IgG1 sowohl durch eine erhohte FeyRIII-Expression als auch eine
verstiarkte IgG1-Produktion erhdhen.
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Abb. 4-7: PS4+ L.major induzieren leishmanienspezifisches IgG1l im Serum.
Anféllige BALB/c wurden mit L. major vor Aufreinigung (Lm), lebenden PS- L.major
(Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+ L. magjor (Lm PS-
/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis betrug 10 /50 ul. Leishmanienspezifische Serum-
IgG-Subtypen wurden sechs Wochen nach Infektion mittels ELISA ermittelt. Mittelwert +
Standardabweichung, n > 5, p: Mann-Whitney-U-Test.

4.1.4 Analyse der Zytokinantwort in Haut und Lymphknoten

Im Rahmen der murinen experimentellen Leishmaniose gibt es Markerzytokine, die
eng mit Erkrankung und Gesundung assoziiert sind. Hierzu gehoren 1.4 und IL10, die
beide mit dem progressiven klinischen Verlauf in Verbindung gebracht werden, sowie
das protektiv wirkende IFN~.13%144 Zvtokine beeinflussen weiterhin den Isotypwechsel
von B-Zellen: Der Isotypwechsel zu IgG1 wird durch IL4 induziert, der zu IgG2a durch
IFN~.323546 Da die Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major im Inokulum zu einem
verschlechterten klinischen Verlauf anfilliger BALB/c fiihrte (siehe 4.1.1), der mit
erhohtem IgG1 im Serum einherging (siehe 4.1.3.2), sollte analysiert werden, ob auch

die IL4- und IL10-Expression durch apoptotische PS+ L. major verstiarkt wird.

4.1.4.1 Apoptotische PS+ L. major erhohen die krankheitsassoziierten
Zytokine IL4 und IL10 in der Haut

Die Haut infizierter BALB/c wurde sechs Wochen nach Infektion hinsichtlich der

mRNA-Expression der Zytokine IL4, IL10 und IFN~v untersucht (siehe 3.3.2 und

3.3.3). Es sollte geklart werden, ob apoptotische PS+ L. major die Expression krank-

heitsassoziierten IL4 und IL10 steigern oder die des protektiven IFN+y verringern. Es
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konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit apoptotischer PS+ L. major (Lm) zu
einer Verringerung der Expression der krankheitsassoziierten Zytokine 1L4 und IL10
in der Haut fiihrte (Abb.4-8). Die Expression des protektiven IFN~ dagegen war
unverdndert. Wie zuvor stellte die Zugabe apoptotischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+)
die Zytokinniveaus der konventionellen Infektion (Lm) wieder her (Abb. 4-8).
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Abb. 4-8: Apoptotische PS+ L. major verstiarken die Expression der krankheits-
assoziierten Zytokine IL4 und IL10 in der Haut. Anfillige BALB/c wurden mit
L. major vor Aufreinigung (Lm), lebenden PS- L.major (Lm PS-) oder einer Mischung
lebender PS- und apoptotischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfek-
tionsdosis betrug 10°/50 ul. Infizierte Haut wurde sechs Wochen nach Infektion entnom-
men und das Expressionsniveau von 1.4, IL10 und IFN~ als Kopie pro Kopie des House-
Keeping-Gens MLN51 mittels RT-PCR bestimmt. Mittelwert + Standardabweichung, n > 5,
p: Mann-Whitney-U-Test; Ko: Kontrolle.

4.1.4.2 Apoptotische PS+ L. major induzieren IL10, hemmen aber IFN~
im Lymphknoten

Die Ergebnisse des vorhergehenden Abschnitts 4.1.4.1 zeigen, dass apoptotische PS-+
L. major im Inokulum langfristig im Infektionsgebiet die Expression der krankheitsas-
soziierten Zytokine 1.4 und IL10 erhohen. Die leishmanienspezifische Zytokinantwort
wird aber im drainierenden Lymphknoten ausgebildet und erst von dort in die Haut
iibertragen. Deshalb wurden auch die drainierenden Lymphknoten der in Abschnitt
4.1.1 infizierten BALB/c hinsichtlich ihrer mRNA-Expression der Zytokine 114, IL10
und IFN~ untersucht (siehe 3.3.2 und 3.3.3). Wie in der Haut beobachtet, war auch

im drainierenden Lymphknoten die Expression des krankheitsassoziierten Zytokins

43



4.2 EINFLUSS APOPTOTISCHER PS+ L. major AUF DIE FRUHE IMMUNANTWORT

IL10 stark vermindert, wenn apoptotische PS+ L. major im Inokulum fehlten (Lm PS-
<1mm) (Abb.4-9). Das Expressionsmuster des krankheitsassoziierten IL4 fiir die
verschiedenen infektiosen Inokulate dhnelt demjenigen von IL10, es konnte aber keine
signifikante Verringerung der IL4-Expression detektiert werden, wenn apoptotische
PS+ L. magjor fehlten (Lm PS- < 1mm). Im Gegensatz zur Haut wurde im Lymphkno-
ten dariiber hinaus die Expression des protektiven IFN+v deutlich erhoht (Abb. 4-9).
Die Zugabe apoptotischer PS+ L. major zum Inokulum (Lm PS-/PS+) stellte die

Zytokinexpression der konventionellen Infektion wieder her (Lm) (Abb. 4-9).
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Abb. 4-9: Die Expression des krankheitsassoziierten Zytokins IL10 wird ver-
starkt durch PS+ L. major. Anfillige BALB/c wurden mit L. major vor Aufreinigung
(Lm), lebenden PS- L. magjor (Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS- und apoptoti-
scher PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis betrug 106 /50 pl.
Lymphknoten wurden sechs Wochen nach Infektion entnommen und das Expressionsniveau
von 114, IL10 und IFN~ als Kopie pro Kopie des House-Keeping-Gens MLN51 mittels RT-
PCR bestimmt. Mittelwert + Standardabweichung, n>5, p: Mann-Whitney-U-Test; Ko:
Kontrolle.

4.2 Einfluss apoptotischer PS-+ L. major auf die frithe Immun-
antwort anfilliger BALB /c Mause

Wie die Experimente des vorhergehenden Abschnitts 4.1.4 zeigen, fordert die Anwesen-
heit apoptotischer PS+ L. major im Inokulum die Expression der krankheitsassoziierten

Zytokine IL4 und IL10, hemmt aber die Expression des protektiven Zytokins IFN~
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sechs Wochen nach Infektion im Lymphknoten. Gleichzeitig verschlechtern apoptoti-
sche PS+ L. major im Inokulum die klinische Ausprégung einer L. major-Infektion.
Promastigote apoptotische PS+ L. major liegen nur zu Beginn der Infektion vor.
Es ist gezeigt, dass sie kurz nach Infektion die Effektorzellen der angeborenen Im-
munantwort, ihre Wirtszellen, hemmen und sich dadurch verstéarkt vermehren. Es ist
nicht bekannt, ob sich die Parasiten dadurch bereits kurz nach Infektion vermehrt
in den drainierenden Lymphknoten verteilen und welchen Einfluss apoptotische PS+
L. major auf die erworbene Effektorantwort kurz nach Infektion ausiiben. So kénn-
ten apoptotische PS+ L. major im Lymphknoten die T-Zellproliferation verstiarken
oder die Expression der krankheitsassoziierten Zytokine IL4 und IL10 bereits direkt
nach der Infektion férdern. Da die T-zellspezifische Zytokinantwort mafgeblich tiber
den klinischen Verlauf entscheidet, 7 wurden anfillige BALB/c mit verschiedenen
L. major Inokulaten infiziert (Lm, Lm PS-, Lm PS-/PS+) und die drainierenden
Lymphknoten drei Tage nach Infektion untersucht. Da zu diesem Zeitpunkt noch
nicht vorhergesagt werden kann, welche BALB/c nach Infektion lebender PS- L. major
klinisch unauffallig bleiben, sind alle Daten dieser Infektion in der Gruppe Lm PS-

zusammengefasst.

4.2.1 Analyse der friihen T-Zellantwort

4.2.1.1 Das Ausmal} der T-Zellproliferation hingt nicht von der Zusam-
mensetzung des Inokulates ab

Bisherige Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass T-Zellen drei Tage nach
Infektion mit L. major zum ersten Mal stark im drainierenden Lymphknoten prolife-
rieren.'** Um zu untersuchen, ob apoptotische PS+ L. major die initiale T-Zellproli-
feration im Lymphknoten nach Infektion verstérken, wurde die T-Zellproliferation
im T-Zellareal des Lymphknotens drei Tage nach Infektion anfélliger BALB/c und
resistenter C57BL /6 mit verschiedenen L. major Inokulaten untersucht. Drei Tage nach
Infektion waren T-Zellen im T-Zellareal des drainierenden Lymphknotens aktiviert und
proliferierten (Abb.4-10 A und B). Im Vergleich zu konventionell infizierten BALB/c
(Lm) zeigte die Verringerung apoptotischer PS+ L. major im Inokulum (Lm PS-)
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keinen Einfluss auf das Ausmaf der T-Zellproliferaton, die Infektion von BALB/c mit
der Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+ Parasiten (Lm PS-/PS+) einen
nicht signifikanten Anstieg der T-Zellproliferation (Abb.4-10 B). Zusammengenom-
men héngt die Starke der T-Zellproliferation nicht vom Anteil apoptotischer PS+
L. major zu Beginn der Infektion ab und ist demnach vermutlich nicht die Ursache
des progressiven klinischen Krankheitsverlaufs, der in Anwesenheit apoptotischer PS-+

L. magjor zu beobachten ist.
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Abb. 4-10: Ki-67+ T-Zellen proliferieren im T-Zellareal nach 3 Tagen unabhan-
gig von der Zusammensetzung des Inokulums. Anfillige BALB/c wurden mit L. magjor
vor Aufreinigung (Lm), lebenden PS- L. major (Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS-
und apoptotischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis betrug
10%/50 pl. Lymphknoten wurden 3 Tage nach Infektion entnommen und mit B220 und Ki-67
gefarbt. A: Exemplarisch sind typische Farbungen dargestellt. B: Die Zahl proliferierender
T-Zellen wurde im T-Zellareal in einer Fliche von 1000 pum? quantifiziert; Mittelwert -+
Standardabweichung, n >4, p: Mann-Whitney-U-Test.

4.2.1.2 Die Zytokinantwort zur Zeit der primiren T-Zellaktivierung ist
noch nicht festgelegt

Bisher konnte gezeigt werden, dass das Ausmaf der T-Zellaktivierung im Lymphknoten

nicht von der Zusammensetzung des Inokulates beeinflusst ist. Verstarken apoptotische

PS+ L. major die Produktion der krankheitsassoziierten Zytokine IL4 und IL10 im

T-Zellareal des Lymphknotens drei Tage nach Infektion und legen damit die spétere

Zytokinantwort fest? Um diese Frage zu beantworten, wurde das T-Zellareal drei
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Tage nach Infektion mit Hilfe der Lasermikrodissektion isoliert und die Expression
der Zytokine IL4, IL10 und IFN~ analysiert. Durch Lasermikrodissektion konnen
Kompartimente prézise voneinander getrennt werden, ohne die Mikroarchitektur des
Lymphknotens zu zerstoren. Die anschlieffende Real-Time PCR ermdglicht es, die
mRNA-Expression sensitiv kompartimentspezifisch ex vivo zu quantifizieren. Abbil-
dung 4-11 zeigt anhand des T-Zellmarkers CD3e und des B-Zellmarkers CD19, dass
diese Methode geeignet ist, um die T-Zellzone sauber von der B-Zellzone zu trennen.
Der T-Zellmarker CD3e wurde vorwiegend im T-Zellareal, der B-Zellmarker CD19 im
B-Zellareal detektiert.
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Abb. 4-11: Lasermikrodissektion ermdéglicht die saubere Trennung von T- und
B-Zellzone. A: Exemplarische Morphologie eines infizierten pLK 3d nach Infektion mit
L. major; TCRB: T-Zellen, B220: B-Zellen. B: Anféllige BALB/c wurden mit L. major vor
Aufreinigung (Lm), lebenden PS- L. major (Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS- und
apopstotischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis betrug
10%/50 pul. Die Lymphknoten wurden drei Tage nach Infektion entnommen, die T- und B-
Zellzone mittels Lasermikrodissektion isoliert und jeweils der T-Zellmarker CD3e und der
B-Zellmarker CD19 mittels RT-PCR analysiert. Dargestellt sind die Werte der einzelnen
Tiere, die Werte eines Tieres sind miteinander verbunden; n > 15. TZ: T-Zellzone, BZ: B-
Zellzone; p: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

Drei Tage nach Infektion war in der anfilligen BALB/c fiir alle Inokulate die
Expression von IL4-, IL10- und IFN+-mRNA detektierbar (Abb. 4-12). Zwischen kon-
ventionell infizierten BALB/c (Lm) und denen nach Infektion lebender PS- L. major
(Lm PS-) gab es keine Unterschiede in der Expression von 114, IL10 und IFN~
(Abb. 4-12). Dies steht im Gegensatz zur 114- und IL10-Expression in klinisch unauf-
falligen BALB/c sechs Wochen nach Infektion mit lebenden PS- L. major (vgl. Lm PS-
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< 1mm, Abb. 4-9). Auch die Zytokinexpression nach Infektion von BALB/c mit der
Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+ Parasiten (Lm PS-/PS+) war gleich
(Abb. 4-12). Insgesamt korrelierte das Zytokinexpressionsmuster anfilliger BALB/c
drei Tage nach Infektion nicht mit demjenigen nach sechs Wochen. Zusammenfassend
ist festzustellen, dass apoptotische PS+ L. major die Expression der krankheitsasso-
zilerten Zytokine IL4 und IL10 nicht bereits drei Tage nach Infektion von BALB/c

Mausen festlegen.
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Abb. 4-12: Die Zytokinexpression in der T-Zellzone ist drei Tage nach Infek-
tion noch nicht festgelegt. Anfillige BALB/c wurden mit L. major vor Aufreinigung
(Lm), lebenden PS- L. major (Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS- und apoptoti-
scher PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis betrug 106 /50 pl.
Lymphknoten wurden drei Tage nach Infektion entnommen, die T-Zellzone mittels Laser-
mikrodissektion isoliert und IL4-, IL10- und IFNy-mRNA mittels RT-PCR nachgewiesen.
Mittelwert + Standardabweichung, n > 4, p: Mann-Whitney-U-Test. TZ: T-Zellzone, BZ:
B-Zellzone.

4.2.2 Analyse der Lokalisation von L. major im Lympknoten

Wie bereits die Ergebnisse in Abschnitt 4.1 zeigen, wird durch die Anwesenheit apopto-
tischer PS+ L. major im Inokulum langfristig die Produktion krankheitsassoziierten
IgG1 in anfilligen BALB/c verstérkt, das heift die B-Zellantwort wird geférdert. Die
Experimente des vorherigen Abschnitts 4.2.1 zeigen, dass die T-Zellantwort drei Tage
nach Infektion noch nicht festgelegt ist. Dies lasst den Schluss zu, dass apoptotische
PS+ L. major im Inokulum moglicherweise nicht die T-Zellantwort, sondern die B-

Zellantwort frithzeitig nach Infektion beeinflussen. Der Prozess der B-Zellaktivierung
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umfasst mehrere Schritte, ein wesentlicher besteht in der Kreuzvernetzung mem-
branstandiger B-Zellrezeptoren durch natives Antigen. So kénnten freie L. major, die
frithzeitig nach Infektion in die B-Zellzone gelangen, B-Zellen aktivieren und damit
die Entwicklung der B-Zellantwort foérdern. Es ist denkbar, dass apoptotische PS+
L. major die B-Zellantwort im Lymphknoten frith nach Infektion beeinflussen, in-
dem sie die Lokalisation der Parasiten im B-Zellareal fordern. Um diese Moglichkeit
zu untersuchen, wurde die Leishmanienlast durch Analyse der Kp-DNA in T- und

B-Zellzone drei Tage nach Infektion untersucht.
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Abb. 4-13: Apoptotische PS+ L. major verschieben die relative Leishmanien-
lokalisation in anfilligen BALB/c nach drei Tagen zugunsten der B-Zellzone.
Anfillige BALB/c wurden mit L. major vor Aufreinigung (Lm), lebenden PS- L.major
(Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+ L. major (Lm PS-
/PS+) infiziert. Die Gesamtinfektionsdosis betrug 10 /50 ul. Die Lymphknoten wurden drei
Tage nach Infektion entnommen, die T- und B-Zellzone mittels Lasermikrodissektion iso-
liert und Kp-DNA mittels RT-PCR nachgewiesen. A: Absolute Leishmanienlokalisation in
T- und B-Zellzone. B: Relative Leishmanienlokalisation als Verhéltnis von T- zu B-Zellzone.
Mittelwert + Standardabweichung, n > 6, p: Mann-Whitney-U-Test. TZ: T-Zellzone, BZ:
B-Zellzone.

Unabhéngig von der Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major im Inokulat war
Kp-DNA von L. major drei Tage nach Infektion sowohl im T- als auch im B-Zellareal
detektierbar (Abb. 4-13 A). Anfillige BALB/c, die mit lebenden PS- L. major (Lm PS-)
infiziert wurden, wiesen in der T- und B-Zellzone eine geringere Leishmanienlast als
konventionell infizierte Tiere (Lm) auf. Die geringste Leishmanienlast wurde sowohl

in T- als auch B-Zellzone nach Infektion mit einer Mischung lebender PS- und
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apoptotischer PS+ Parasiten (Lm PS-/PS+) detektiert (Abb.4-13 A). Durch die
Analyse der absoluten Kp-DNA-Werte kann demnach nicht beurteilt werden, ob
die Lokalisation von Kp-DNA im Lymphknoten durch apoptotische PS+ L. major
im Inokulum zu Gunsten der B-Zellzone verschoben wird. Um dieses Problem zu
umgehen, wurde die Leishmanienlast der T-Zellzone ins Verhéltnis zur Leishmanienlast
der B-Zellzone gesetzt. Auf diese Weise wird deutlich, dass in anfilligen BALB/c
im Verhéltnis mehr Kp-DNA in der B- als in der T-Zellzone lokalisierten, wenn
apoptotische PS+ L. major im Inokulum vorhanden waren (Lm und Lm PS-/PS-+,
Abb. 4-13 B). Fehlten dagegen apoptotische PS+ L. major im Inokulum (Lm PS-),
verschob sich die Lokalisation der Kp-DNA zu Gunsten der T-Zellzone. Um die
Moglichkeit auszuschliefen, dass die detektierte Kp-DNA von zerstorten L. major
abstammt, wurde durch Ultraschall Lysat aus 2-10° L. major hergestellt und anfilligen
BALB/c Mause subkutan in die Fufssohle injiziert. Das Antigen zerstorter L. major war
nur 8 h nach Infektion deutlich nachweisbar (Abb. 4-14). Danach wurde die Kp-DNA
schnell beseitigt und war bereits drei Tage nach Infektion im Lymphknoten kaum
noch nachweisbar. Die Kp-DNA| die in den bisher gezeigten Infektionsexperimenten
nach drei Tagen detektiert wurde, stammt demnach zum Grofsteil nicht von zerstorten
Zellen. Zusammenfassend zeigen die Daten dieses Abschnittes, dass apoptotische PS+
L. major im Inokulum die bevorzugte Lokalisation der Parasiten im B-Zellareal des

drainierenden Lymphknotens fordern.
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Abb. 4-14: Leishmanientriimmer werden im pLK schnell beseitigt. Antigen von
zerstorten L. major ist im pLK bereits drei Tage nach Infektion kaum noch nachweisbar.
Lysat wurde aus 2-10 L. major durch Ultraschall hergestellt und BALB/c M#usen injiziert.
pLK wurden acht Stunden und drei Tage nach Infektion entnommen, die T- und B-Zellzone
mittels Lasermikrodissektion isoliert und Kp-DNA mittels RT-PCR nachgewiesen. Darge-
stellt sind die Werte der einzelnen Tiere, die Werte eines Tieres sind miteinander verbunden.
n.d.: nicht detektiert, TZ: T-Zellzone, BZ: B-Zellzone, h: Stunden, d: Tage.

4.3 Einfliisse auf die Erkrankungsrate anfilliger BALB/c

Wie die Experimente in Abschnitt 4.1 zeigen, fiihrte die Reduktion apoptotischer
PS+ L. major im Inokulum nicht in 100% der Fille zu einem unauffalligen klinischen
Verlauf der Infektion. Uber die Apoptose von L. major und deren genaue Auswirkung
auf den Verlauf der Infektion ist noch wenig bekannt (siehe 1.3, 1.3.2 und persénliche
Mitteilung von G. van Zandbergen). Deshalb wurde in Experimenten des folgenden
Abschnitts zunédchst die Gesamtinfektionsdosis von L. major inwvivo in anfélligen
BALB/c reduziert und die Effekte auf die Fuftschwellung dokumentiert (siehe 4.3.1).
Weiterhin wurden weiterfithrende FACS-Analysen von promastigoten L. major vor
(Lm) und nach Aufreinigung lebender PS- Parasiten (Lm PS-) durchgefiihrt (siche
4.3.2).

4.3.1 Die Reduktion der Gesamtinfektionsdosis hat keinen Einfluss auf

die Erkrankungsquote nach Infektion mit lebenden PS- L. major

Das Inokulat von 10% lebenden PS- L. major enthilt maximal 10% apoptotische Zellen.

Dies sind noch 10° Parasiten. Moglicherweise reicht diese absolute Menge aus, die
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Erkrankung auszulosen. Die Reduktion der Gesamtinfektionsdosis kénnte durch die
Verringerung der absoluten Menge apoptotischer PS+ L. major eine Verbesserung
der Quote klinisch unauffalliger Infektionsverldufe bewirken. Um diese Moglichkeit
zu testen, wurden lebende PS- und apoptotische PS+ L. major mittels magnetischer
Zellseparation getrennt (siehe 3.2.2 und Abb.4-15 A, C). Anfillige BALB/c Méuse
wurden anschliefend entweder mit lebenden PS- L. major (Lm PS-) oder mit einer
Mischung aus lebenden PS- und apoptotischen PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert.
Pro Gruppe wurde drei anfélligen BALB/c Mausen subkutan entweder eine hohe
Dosis von 10° oder eine niedrige Dosis von 10° L. major in die hintere Fufsohle
injiziert. Anschliefend wurde der klinische Verlauf durch Messung der Fufsschwellung

dokumentiert.
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Abb. 4-15: Die Reduktion der Gesamtinfektionsdosis hat keinen Einfluss auf
die Erkrankungsquote nach Infektion mit lebenden PS- L. major. A, C: Lebende
PS- und apoptotische PS+ L. major wurden iiber ein Annexin-V-MACS aus promastigoten
L. major der stationdren Phase aufgereinigt; grau: nicht geférbt, schwarz: Annexin V gefarbt.
B, D: BALB/c wurden entweder mit einer hohen Dosis von 10° (B) oder einer niedrigen Dosis
von 10° (D) lebenden PS- L. major (Lm PS-) oder einer 1:1 Mischung aus lebenden PS- und
apoptotischen PS+ Parasiten (Lm PS-/PS+) infiziert und die Fukschwellung wochentlich
gemessen (in mm). Dargestellt sind die Einzelwerte pro Tier, n= 3.

Fehlten apoptotische PS+ L. major im Inokulum (Lm PS-), blieb sowohl nach
Hochdosis- als auch nach Niedrigdosisinfektion nur eine von drei BALB /¢ symptomfrei
(Abb.4-15B, D). Somit fithrt die Reduktion der Gesamtinfektionsdosis nicht zu einer
Verbesserung der Quote klinisch unaufflliger Infektionsverldufe in anfilligen BALB/c.
Der relative Anteil apoptotischer PS+ L. major von maximal 10% reicht auch bei
Niedrigdosis aus, in einigen BALB/c einen vollen Krankheitsverlauf zu induzieren.

Die Anwesenheit apoptotischer PS+ Parasiten im Inokulum fiihrte dagegen sowohl
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bei Hochdosis- als auch bei Niedrigdosisinfektion in allen Féllen zum vollstdndigen
Krankheitsverlauf (Abb.4-15B, D). Eine Steigerung des Anteils apoptotischer PS+
L. magjor iiber 50% hinaus konnte keine weitere Verschlechterung des klinischen Verlaufs

einer L. major-Infektion anfilliger BALB/c bewirken (siche Anhang Abb. A-2).

4.3.2 FACS-Analysen von L. major

Bisher wurde in dieser Arbeit der Einfluss apoptotischer PS+ L. major invivo un-
tersucht. Es ist allerdings weiterhin unklar, warum nicht alle BALB/c einen klinisch
unauffilligen Infektionsverlauf aufweisen, wenn apoptotische PS+ L. major im Inoku-
lum fehlen. Moglicherweise verdndern sich aufgereinigte, lebende PS- L. major bereits
wahrend der Infektion in vivo schnell. Beispielsweise konnte die Kérpertemperatur
der Versuchsméuse zu einer verstiarkten Apoptose der injizierten, lebenden Parasiten
fithren und damit die Entwicklung eines progressiven Krankheitsverlaufes in einigen
BALB/c Méausen begiinstigen. Um diese Frage zu klaren, wurden promastigote L. major
der stationdren Phase vor (Lm) und lebende PS- L. major nach MACS-Aufreinigung
(Lm PS-) in vitro mittels FACS-Analyse untersucht (siehe 3.2.3).

4.3.2.1 Beschreibung einer neuen PS- L. major-Population

Apoptotische L. major unterscheiden sich von lebenden L. major nicht nur hinsichtlich
ihrer PS-Expression, sondern auch hinsichtlich ihrer Grofse. Im Gegensatz zu den
langlichen lebenden L. major sind apoptotische L. major klein und rundlich. Dies
ermoglicht es, die beiden L. major-Populationen einer promastigoten L. major-Kultur
(Lm) anhand des Vorwirtsstreulichtes (FSC) in der FACS-Analyse voneinander zu
unterscheiden (Abb.4-16 A, links). Die apoptotische FSC™% Population liegt im
FSC-SSC-Konturdiagramm links von derjenigen der lebenden FSC"" Population
und ist deutlich von ihr getrennt. Durch ein Annexin-V-MACS kénnen apoptotische
PS-exprimierende L. major depletiert werden. Die daraus resultierende Préaparation
lebender PS- L. major (LmPS-) weist im FSC-SSC-Konturdiagramm kaum noch
apoptotische FSC™¢49 Parasiten auf (Abb.4-16 A, rechts). Der Erfolg einer Aufreini-
gung wird iiber den Nachweis der PS-Expression mittels FACS verifiziert. L. major

vor Aufreinigung (Lm) enthalten 52,28% apoptotische PS+ Parasiten, L. major nach
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Aufreinigung (Lm PS-) nur noch 4,41% (Abb. 4-16 B). Bisher wurde demnach der
Erfolg einer Aufreinigung durch die getrennte Analyse der PS-Expression und der
Grofse der L. major-Populationen bewertet. Nicht beriicksichtigt wurde dagegen die
kombinierte Auswertung beider Parameter. Deshalb wurden die in Abbildung 4-16 A
und B gezeigten promastigoten L. major der stationdren Phase vor (Lm) und nach
MACS-Aufreinigung (Lm PS-) hinsichtlich ihres PS-Gehaltes und der Gréfe der Zellen
(FSC) kombiniert analysiert.
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Abb. 4-16: PS- L. major unterteilen sich in eine FSC"" und eine FSCmedrig
Population. Promastigote L.major der stationdren Phase wurden direkt aus der Kul-
tur (Lm) oder nach MACS-Aufreinigung (Lm PS-) mittels FACS analysiert. A: Exem-
plarische Konturdiagramme; Grofe (FSC) gegen Granularitat (SSC). 10% der Ereignisse
(linear density) sind gezeigt. Schwarzer Pfeil: apoptotisch, weiter Pfeil: lebend. B: Exem-
plarische Histogramme der PS-Expression der in A markierten L. major-Populationen. C:
Exemplarische Konturdiagramme Grofe (FSC) gegen PS-Expression (Anx-FITC) der in
A markierten L. major-Populationen. D: Prozentualer Anteil der morphologisch verdnder-
ten PS-FSC™€49 Population mehrerer L. major-Chargen vor (Lm) und nach Aufreinigung
(Lm PS-). Die Werte einer L. magjor-Charge vor und nach Aufreinigung sind miteinander
verbunden, n = 13; p: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test.

Interessanterweise liefsen sich auf diese Weise sowohl vor als auch nach Aufreinigung
nicht nur die zwei Populationen lebender PS- FSC¢" und apoptotischer PS+ FSCniedrig
L. major detektieren, sondern aufierdem noch eine zusétzliche PS- FSC™¢dri9 Populati-

on (Abb.4-16 C). Wie lebende L. major exprimierte auch diese Population kein PS,
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wies aber dagegen nicht die Grofe lebender, sondern die apoptotischer L. major auf
(Abb. 4-16 C). Die Quantifizierung mehrerer Leishmanienpriaparationen zeigte, dass
diese PS-FSC™¢dri9 Population nach Aufreinigung (Lm PS-) zunahm (Abb. 4-16 D).
Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass die PS- Population lebender L. major, so
wie sie bisher definiert wurde, nicht nur lebende Parasiten sondern auch morphologisch

verdnderte L. major umfasst.

4.3.2.2 Ein Teil der PS-FSC"*¥9 [. major-Population tritt bei Kérper-
temperatur in Apoptose

Die FACS-Analysen von L. major wurden an eisgekiihlten Parasiten vorgenommen,
weil sich der Anteil apoptotischer Zellen so nur minimal &ndert und sich der gemessene
Anteil apoptotischer L. major auch fiir die Infektion garantieren lasst. Wahrend der
Infektion sind L. major aber einem Temperaturschock in der Maus ausgesetzt, der
neben dem pH-Wert als Reiz fiir die Umwandlung in die amastigote Form dient.!"
Dennoch ist nicht ausgeschlossen, dass durch diesen Temperaturreiz auch vermehrt
L. major in die Apoptose eintreten. Aus diesem Grund wurde die Temperatursensi-
tivitdt der verwendeten aufgereinigten L. major beziiglich der Apoptose untersucht.
Zu diesem Zweck wurden promastigote L. major nach MACS-Aufreinigung (Lm PS-)
dahingehend untersucht, wie sich die in Abschnitt 4.3.2.1 beschriebenen Populatio-
nen auf Eis oder bei Kérpertemperatur (37°C) verhalten. Unter Einfluss von Kélte
veranderte sich die Grofe der einzelnen L. major-Populationen nur unwesentlich.
Der prozentuale Anteil lebender PS-FSC"" . major (Quadrant 1), morphologisch
verinderter PS- FSC™€d9 [, magjor (Quadrant 2) und apoptotischer PS+ FSCnicdrig
L. major (Quadrant 3) war nach 30 Minuten auf Eis vergleichbar grof wie direkt nach
Aufreinigung (Kreis, Abb.4-17 A, B). Korpertemperatur dagegen fithrte dazu, dass
sich die prozentuale Zusammensetzung der einzelnen Parasitenpopulationen énderte.
Bei Kérpertemperatur traten vermehrt L. major in Apoptose (PS+ FSC™¢ri  Qua-
drant 3) (Dreieck, Abb.4-17 A, B). Dieser Anstieg apoptotischer Parasiten wurde
nicht durch eine Abnahme lebender PS-FSC™" L. major (Quadrant 1) hervorgerufen
(Dreieck, Abb.4-17 A, B). Ganz im Gegenteil nahm die Population lebender PS-
FSChe¢h [, magjor bei Kérpertemperatur sogar zu. Somit treten lebende PS- FSChoch
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Parasiten bei Korpertemperatur nicht vermehrt in Apoptose. Interessanterweise nahm
bei Kérpertemperatur die morphologisch verdnderte PS- Parasitenpopulation (PS-
FSCriedris - Quadrant 2) stark ab (Dreieck, Abb.4-17 A, B). Die in dieser Arbeit
erstmals beschriebene Population morphologisch veridnderter, PS- FSC™¢di [, major,
nicht aber die lebender PS- FSC"" Parasiten, ist vermutlich dafiir verantwortlich,
dass der Anteil apoptotischer PS+ FSC™€9 [, magjor bei Kérpertemperatur ansteigt.
Sie konnte demnach dafiir verantwortlich sein, dass der Gehalt apoptotischer Zellen
nach Infektion unkontrolliert ansteigt und der Erfolg der Infektion mit Lm PS- nicht

mehr planbar ist.
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Abb. 4-17: Ein Teil der gestressten PS-FSC"¢ [, major-Population tritt
bei Korpertemperatur in Apoptose. Lebende PS- L. major (LmPS-) wurden iiber
ein Annexin-V-MACS aus promastigoten L. major der stationéren Phase aufgereinigt, fiir
30 min auf Eis oder bei 37°C inkubiert und mittels FACS analysiert. A: Exemplarische
Konturdiagramme fiir 0 min nach Aufreinigung, sowie 30 min nach Aufreinigung auf Eis und
bei 37°C ; PS-Expression (Anx-FITC) gegen Grofse (FSC). 10% der Ereignisse (linear den-
sity) sind gezeigt. B: Prozentuale Anteile der nach PS-Expression und Grofe analysierten
Populationen einer aufgereinigten PS- L. major-Praparation (Lm PS-). % Zellen gegen Inku-
bationszeit (min), Mittelwert + Standardfehler, n = 3. Die Graphen sind in der Reihenfolge
der Quadranten im Konturdiagramm angeordnet (siche A).
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4.4 Anfalligkeit resistenter C57BL /6

Die Daten aus Abschnitt 4.1 zeigen, dass die Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major
im Inokulum sowohl die krankheitsassozierte Entziindung und Fufsschwellung als auch
die krankheitsassoziierte adaptive Immunantwort in der infizierten Haut anfilliger
BALB/c fordert (Abb.4-2 bis 4-8). Resistente C57BL/6 dagegen reagieren auf eine
L. major-Infektion grundsétzlich nur mit einer leichten Fufischwellung und kénnen
die Infektion letztendlich kontrollieren. Es stellt sich die Frage, ob die Depletion
apoptotischer PS+ L. major im Inokulum dazu fiihrt, dass sich selbst diese gerin-
ge Fufsschwellung nicht ausbildet. Deshalb sollten weiterfiihrende Experimente die

Anfélligkeit resistenter C57BL/6 gegentiber apoptotischen PS+ L. major untersuchen.

4.4.1 Apoptotische PS+ L. major verstirken nicht die Entziindung und
adaptive Immunantwort in der Haut resistenter C57BL /6

Lebende PS- und apoptotische PS+ L. major wurden mittels magnetischer Zellsepara-
tion getrennt (siehe 3.2.2) und anschliefend resistente C57BL/6 mit einer Gesamtinfek-
tionsdosis von 10° lebenden PS- L. major (Lm PS-) oder einer Mischung aus aufgerei-
nigten lebenden PS- und apoptotischen PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert (siehe
3.1.3). Durch die Depletion apoptotischer PS+ L. major im Inokulum (Lm PS-) konnte
der klinische Verlauf und die Entziindung nach einer L. major-Infektion resistenter
C57BL/6 nicht weiter verbessert werden (Abb. 4-18). Fufsschwellung, Leishmanienlast,
Akkumulation von Entziindungszellen sowie Chemokinexpression der infizierten Haut
unterschieden sich nicht zwischen der Infektion mit lebenden PS- L. major (Lm PS-)
und der Mischung aus lebenden PS- und apoptotischen PS+ Parasiten (Lm PS-/PS+).
Somit férdern apoptotische PS+ L. major im Inokulum nicht die Entziindung des

Infektionsgebietes resistenter C57BL /6.
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Abb. 4-18: Apoptotische PS+ L. major verstiarken nicht die Schwellung und Ent-
ziindung des infizierten Fufies in resistenten C57BL /6. Resistente C57BL/6 wurden
mit 108 lebenden PS- L.major (Lm PS-) oder einer Mischung lebender PS- und apopto-
tischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Infizierte Haut wurde sechs Wochen nach
Infektion entnommen und mittels RT-PCR analysiert (Mittelwert + Standardabweichung;
n = 6; Ko: Kontrolle, n. d.: nicht detektierbar). A: Fufsschwellung in mm. Mittelwert + Stan-
dardfehler. B: Leishmanienlast als Kopien der Kp-DNA von L. major (Kp) pro Kopie des
Single-Copy-Gens BDNF. C: Expression der Zellmarker CD11c¢, Macl und Grl als Kopien
pro Kopie des House-Keeping-Gens MLN51. D: Expression der Chemokine Rantes, MIP1«
und KC als Kopien pro Kopie des House-Keeping-Gens MLN51.
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Obwohl Fufischwellung und Entziindung nicht durch apoptotische PS+ L. major
beeinflusst wurden, konnte sich die adaptive Immunantwort im Infektionsgebiet resis-
tenter C57BL /6 dennoch unterscheiden. Deshalb wurden die FeyR- und Zytokinex-
pression der infizierten Haut analysiert. Da der IgG-Subtyp IgG2a nicht von C57BL/6
gebildet wird, wurden im Serum nur IgG1l und IgG2b bestimmt. Im Gegensatz zu
anfilligen BALB/c induzierten apoptotische PS+ L. major in der Haut resistenter
C57BL/6 weder die krankheitsassoziierte Expression von L4, IL10 oder FeyRIII, noch
erhohten sie krankheitsassoziiertes IgG1 im Serum (Abb. 4-19).
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Abb. 4-19: Apoptotische PS+ L. major verstarken nicht die FcyR-Expression
und adaptive Immunantwort in der infizierten Haut resistenter C57BL/6. Re-
sistente C57BL/6 wurden mit 10 lebenden PS- L. major (Lm PS-) oder einer Mischung
lebender PS- und apoptotischer PS+ L. major (Lm PS-/PS+) infiziert. Infizierte Haut wur-
de sechs Wochen nach Infektion entnommen und mittels RT-PCR analysiert, Serum wurde
sechs Wochen nach Infektion mittels ELISA analysiert. Mittelwert + Standardabweichung;
n=06; Ko: Kontrolle, n.d.: nicht detektierbar. A: Expression der Fcy-Rezeptoren I bis IV.
B: IgG1- und IgG2b-Spiegel im Serum. C: Expression der Zytokine IL4, IL10 und IFN~.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass apoptotische PS+ L. major die
krankheitsassoziierte adaptive Immunantwort und Entziindung im Infektionsgebiet
resistenter C57BL/6 nicht fordern. Dennoch gibt es in der Immunantwort auf eine
Mischung lebender PS- und apoptotischer PS+ L. major einen markanten Unterschied
zwischen resistenter C57BL/6 und anfélliger BALB/c. Im Gegensatz zur BALB/c
konnten in der Haut infizierter C57BL/6 keine Neutrophilen detektiert werden (vgl.
Grl in Abb. 4-18 und 4-4).

4.4.2 In resistenten C57BL/6 akkumulieren auch bei anhaltender Ent-
ziindung keine Neutrophilen im Infektionsgebiet

Die Experimente des vorherigen Abschnittes 4.4.1 zeigen, dass in der infizierten
Haut resistenter C57BL/6 keine Neutrophilen zu finden sind. Dies konnte zum einen
bedeuten, dass Neutrophile bereits aus der infizierten Haut abgewandert sind, zum
anderen, dass keine Neutrophilen rekrutiert werden. Diese Moglichkeiten sollten mit
Hilfe des L.magjor-Stamm MHOM/SN/74/SD (Lm/SD) untersucht werden. Das
Isolat Lm/SD wurde aus einem chronisch erkrankten Patienten isoliert und induziert
in resistenten C57BL/6 Mé&usen eine chronische Erkrankung, die auch 14 Wochen
nach Infektion noch durch eine deutliche Fuftschwellung und erhéhte Parasitenlast in
der Haut charakterisiert ist (Abb. 4-20 A, B).® Die chronische Infektion resistenter
C57BL/6 mit Lm/SD geht im Infektionsgebiet hierbei mit einer Erhohung von IL10
und IFN~, nicht aber von IL4 einher (Abb. 4-20 C).?

Mit Hilfe des chronischen Stammes Lm /SD sollte die Infiltration der infizierten
Haut durch dendritische Zellen, Makrophagen und Neutrophile nédher untersucht
werden. Resistente C57BL/6 wurden deshalb entweder mit dem in dieser Arbeit ver-
wendeten L. major-Stamm (Lm) oder dem chronischen Stamm Lm /SD infiziert und
die Haut nach 3, 6 und 14 Wochen hinsichtlich der Zellmarker CD11c, Macl und Grl
analysiert. Nach Infektion mit beiden L. major-Stammen war das Infektionsgebiet 3
Wochen nach Infektion deutlich geschwollen und die Leishmanienlast so hoch wie nach
sechs Wochen (Abb.4-20 A, B). Zu diesem Zeitpunkt war fiir den in dieser Arbeit

verwendeten Stamm Lm bereits eine deutliche, fiir den chronischen Stamm Lm /SD
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Abb. 4-20: Der L. major Stamm Lm /5D persistiert im Infektionsgebiet und in-
duziert einen chronischen Verlauf. Resistente C57BL/6 wurden mit 2-10% L. major (Lm,
MHOM/IL/81/FE/BNI) oder 2-10° L. major des Stammes MHOM /SN /74/SD (Lm SD) in-
fiziert. Die Fufischwellung wurde wochentlich bestimmt und infizierte Haut 3, 6 und 14
Wochen nach Infektion entnommen und mittels Real-Time PCR analysiert (Mittelwert
+ Standardabweichung, n=3-8, p: Mann-Whitney-U-Test, Ko: Kontrolle). A: Fuflschwel-
lung in mm; Mittelwert + Standardfehler, n =3-15, Mann-Whitney-U-Test: * p < 0,05;
¥ p < 0,01; ¥ p < 0,001. B: Leishmanienlast als Kopien Kp-DNA (Kp) pro Kopie BDNF.
C: Expression der Zytokine IL4, IL10, IFN~.

eine schwache Akkumulation von dendritischen Zellen (CD11c) und Makrophagen
(Macl) zu beobachten (Abb.4-21). Dennoch konnten fiir beide L.major-Stdmme
keine Neutrophilen (Grl) detektiert werden. In resistenten C57BL/6 erfolgt somit
die frithzeitige Immigration von Neutrophilen in das Infektionsgebiet wahrscheinlich
vor der dritten Woche und ist im Gegensatz zu derjenigen der anfilligen BALB/c
transient. Vierzehn Wochen nach Infektion war die Fukschwellung der C57BL/6 nach
Infektion mit dem in dieser Arbeit verwendeten Stamm Lm wieder auf das Kontrollni-

veau zuriickgegangen (Abb.4-20 A) und es waren auch deutlich weniger dendritische
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Zellen (CD11c) und Makrophagen (Macl) als nach sechs Wochen zu detektieren
(Abb.4-21). Die chronische Infektion von C57BL/6 mit Lm /SD fiihrte dagegen dazu,
dass die Akkumulation von dendritischen Zellen (CD11c¢) und Makrophagen (Macl)
auf dem 6-Wochen-Niveau erhalten blieb. Allerdings waren weder 6 noch 14 Wochen
nach Infektion Neutrophile (Grl) im Infektionsgebiet zu beobachten (Abb.4-21).

Somit rekrutieren resistente C57BL /6 auch bei chronischem Entziindungsreiz keine

Neutrophilen.
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Abb. 4-21: Der L.major Stamm Lm/SD rekrutiert langfristig keine Neutro-
philen in das Infektionsgebiet. Resistente C57BL/6 wurden mit 2-10% L. major (Lm,
MHOM/IL/81/FE/BNI) oder 2-10 L. major des Stammes MHOM /SN /74/SD (Lm SD)
infiziert. Haut wurde 3, 6 und 14 Wochen nach Infektion entnommen und die mRNA-
Expression der Zellmarker CD11c (dendritische Zellen), Macl (Makrophagen) und Grl (Neu-
trophile) mittels Real-Time PCR analysiert. Mittelwert + Standardabweichung, n= 3-8,
p: Mann-Whitney-U-Test; Ko: Kontrolle

Die Ergebnisse des vorliegenden Abschnittes zeigen deutlich, dass auch resistente
C57BL/6 grundsétzlich in der Lage sind, auf eine Leishmania-Infektion mit einer
starkeren Fufischwellung und Entziindung zu reagieren. Im Gegensatz zu anfilligen
BALB/c geht eine stirkere Fukschwellung in resistenten C57BL/6 aber nicht mit einer

Akkumulation von Neutrophilen im Infektionsgebiet einher.
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Kapitel 5
Diskussion

5.1 Apoptotische PS+ L. major fordern die Entziindung im
Infektionsgebiet

Akkumulation von Effektorzellen der angeborenen Immunantwort im In-
fektionsgebiet

Gegenstand dieser Arbeit war es, den Einfluss apoptotischer PS+ L. major auf die
Immunantwort in Haut und Lymphknoten sechs Wochen nach Infektion zu unter-
suchen. Die Anwesenheit apoptotischer L. major zu Beginn der Infektion ist fiir die
gesteigerte Infektiositit der Parasiten in anfélligen BALB/c Méusen verantwortlich.
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass apoptotische PS+ Parasiten zu Beginn der In-
fektion eine starke, meist nekrotisierende Fufschwellung infizierter BALB/c Méuse
induzieren (siehe Abschnitt 4.1.1.1). Dies ist ein Zeichen fiir eine starke Entziindung
im Infektionsgebiet. Eine Entziindung ist ein o6rtlich begrenzter Abwehrprozess als
Reaktion auf eine Gewebeschiadigung, dessen Ziel es ist, schidliche Einfliisse lokal zu
begrenzen und zu beseitigen. Charakterisiert wird eine Entziindung unter anderem
durch Odembildung und die chemokinvermittelte Rekrutierung von Effektorzellen der
angeborenen Immunantwort. %0 Effektorzellen der angeborenen Immunantwort, die
im Laufe einer Entziindung rekrutiert werden, sind dendritische Zellen, Makrophagen
und Neutrophile.®” Diese Zelltypen dienen auch als Wirtszellen fiir L. major.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Fufschwellung, die durch apoptotische
PS+ L. major induziert wird, mit der Akkumulation dendritischer Zellen (CD11c)
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einhergeht (Abb.4-4; Ubersicht in Abb.5-1, S.75). Dendritische Zellen wurden als
eine von vielen maoglichen Ursachen fiir die Anfélligkeit von BALB/c Méausen diskutiert.
So akkumulieren in der Haut anfélliger BALB/c Méause zehnmal mehr dendritische
Zellen als in resistenten C57BL/6 Méusen.!'® Die durch apoptotische PS+ L. major
verstirkte Rekrutierung dendritischer Zellen an den Infektionsort konnte daher den
progressiven Krankheitsverlauf anfilliger BALB/c Méuse unterstiitzen. Neben der
Zahl der rekrutierten Zellen kénnte auch der Subtyp der dendritischen Zellen die
Pragung der erworbenen Immunantwort und den Krankheitsverlauf beeinflussen. So
zeigt eine Studie, dass es von der Unterart der dendritischen Zellen abhéngt, wie
gut diese L. major aufnehmen koénnen.®” Dariiber hinaus wurde diskutiert, dass es
auch von Bedeutung sein konnte, wieviele verschiedene Subtypen dendritischer Zellen
L. major iiber einen langeren Zeitraum hinweg enthalten. Im Lymphknoten anfélliger
BALB/c Méuse wurden mehrere Subtypen dendritischer Zellen Parasiten detektiert,
im Lymphknoten resistenter C57BL/6 Mause dagegen nur ein Subtyp. !

Die vorliegende Arbeit zeigt weiterhin, dass Makrophagen, die Hauptwirtszellen,
unabhéngig von der Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major zu Beginn der Infektion,
sechs Wochen nach Infektion gleich stark rekrutiert werden (Abb.4-4; Ubersicht
in Abb.5-1, S.75). Dies macht grundsétzlich Sinn, da Makrophagen nicht allein
Wirtszellen sind, sondern auch die zentrale Abwehrzellen zur Beseitigung der Parasiten.
Unabhéngig von der Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major miissen Makrophagen
also vorliegen, um im Idealfall die Beseitigung der Parasiten gew#hrleisten zu kénnen.
Da apoptotische PS+ L. major Makrophagen funktionell hemmen, dient die durch
apoptotische PS+ L. major erhohte Rekrutierung von Makrophagen vermutlich dazu,
den Nachschub an Wirtzellen fiir den Parasiten aufrecht zu erhalten. ¢

Dariiber hinaus zeigt die vorliegende Arbeit, dass apoptotische PS+ L. major zu
Beginn der Infektion dazu fithren, dass die Akkumulation von Neutrophilen zum
Hohepunkt der Infektion tendentiell erhaht ist (Grl, Abb.4-4; Ubersicht in Abb.5-1,
S.75). Da die vorliegende Arbeit den Neutrophilen-spezifischen Lokus Ly-6G von Grl
detektierte, kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei der hier beobachteten Ak-
kumulation Grl-positiver Zellen um monozytire Vorlduferzellen handelt. 3547129 Dies

weist darauf hin, dass Neutrophile auch in der etablierten Infektion eine Rolle spielen.
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Grundsatzlich wird die Bedeutung von Neutrophilen als Wirtszelle fiir L. major und
ihre Funktion in der Etablierung und im Verlauf von L. major-Infektionen immer noch
kontrovers diskutiert.!?*1%9 Einerseits sind Neutrophile kurzlebige Zellen, andererseits
werden sie durch apoptotische PS+ L. major zu Beginn der Infektion gehemmt, so dass

die Parasiten in ihnen iiberleben.?3°%161

Dariiber hinaus zeigt eine aktuelle Studie,
dass Neutrophile, wie es bereits von Makrophagen bekannt ist, an der Beseitigung
anderer apoptotischer Zellen beteiligt sind.*? Damit eréffnet sich iiber die Aufnahme
infizierter Neutrophiler die Moglichkeit einer stillen Weitergabe der Infektion mit
L. major auch zu spéateren Zeitpunkten, zu denen moglicherweise keine freien apoptoti-
schen Parasiten mehr vorliegen. Da Neutrophile nach einer Infektion die ersten Zellen
am Infektionsort sind, die auch apoptotische PS+ L. major aufnehmen und von ihnen
gehemmt werden, liegt die Vermutung nahe, dass Neutrophile fiir die Etablierung
der Infektion, moglicherweise auch fiir den Fortgang und die Beeinflussbarkeit des
Infektionsverlaufes durch apoptotische PS+ L. major essentiell sind. 85110,123,123,161,162
Die starke Entziindung, die durch apoptotische PS+ L. major ausgelést wird und sich
in starken Schwellungen und Gewebsnekrosen dufsert (Abb.4-2), erschwert hierbei
aber die Analyse gering exprimierter Marker wie Grl (Abb.4-4). Durch die Isolation
und Quantifizierung von Neutrophilen aus infizierter Haut oder durch Aktivitats-
assays konnten daher die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in weiteren Experimenten
gefestigt werden.

Zusammenfassend bewirken apoptotische PS+ L. major zu Beginn der Infektion,
dass die Akkumulation von Effektorzellen der angeborenen Immunantwort nachhaltig
induziert wird (Ubersicht in Abb.5-1, S.75). Dies gewihrleistet, dass die Infektion

aufrecht erhalten werden kann.

Gesteigerte Expression von Chemokinen im Infektionsgebiet

Chemokine vermitteln die Migration von Zellen und fiithren zu ihrer Akkumulation im
Infektionsgebiet. 197130 Die vorliegende Arbeit zeigt, dass apoptotische PS+ L. major
zu Beginn der Infektion dazu fiithren, dass auf dem Hohepunkt des Infektionsverlau-
fes verstiarkt MIP1a exprimiert wird (Abb. 4-5; Ubersicht in Abb.5-1, S.75). Das

inflammatorische MIP1« ist im Verlauf einer L. major-Infektion wichtig, da es Makro-
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phagen, die Hauptwirtszellen der Parasiten rekrutiert. 34981919 Infizierte aktivierte
Makrophagen sezernieren selbst MIP1a und verstarken dadurch ihre eigene Rekru-
tierung. 343999192 Obwohl MIP1a durch apoptotische PS+ L. major verstirkt wird,
ist die Akkumulation von Makrophagen unabhéngig davon gleich stark ausgepragt
(Macl, Abb.4-4). Die gesteigerte MIP1la-Expression ist demnach nicht einfach durch
eine grofsere Zahl an Makrophagen zu erklaren. MIP 1« rekrutiert nicht nur Makro-
phagen, es aktiviert sie auch.?*4%91.9 Makrophagen werden aber durch apoptotische
PS+ L. major gehemmt.!™ Die gesteigerte MIP1a-Expression kénnte demnach ein
Ausdruck dafiir sein, diese Hemmung durch eine gesteigerte Expression des Chemokins
zu kompensieren und zu iiberwinden. In diesem Zusammenhang ist nicht bekannt, ob
Makrophagen, die funktionell durch apoptotische PS+ L. major gehemmt wurden,
iiberhaupt MIP1a exprimieren kénnen. Neben Makrophagen wird die Produktion
von MIP1a aber auch Thl-férdernden dendritischen Zellen, die die protektive Im-
munantwort férdern, und L. major-infizierten Neutrophilen zugeordnet.?¢%! Beide
Zelltypen akkumulierten sechs Wochen nach Infektion verstiarkt, wenn apoptotische
PS+ L. major zu Beginn der Infektion anwesend waren (Abb. 4-4). Sowohl dendritische
Zellen als auch Neutrophile konnten demnach fiir die verstarkte MIP1a-Expression
verantwortlich sein. Zusammenfassend dient die MIP1a-vermittelte Rekrutierung von
Makrophagen dazu, die Infektion zu erhalten.?® Das Ziel weitergehender Experimente
konnte es sein, herauszufinden, ob Makrophagen, Neutrophile oder bestimmte Subty-
pen dendritischer Zellen die Quelle fiir das durch apoptotische PS+ L. major erhohte
MIP1« sind.

Apoptotische PS+ L. major, die zu Beginn der Infektion vorliegen, steigern nicht nur
die Akkumulation von Neutrophilen, sondern erhohen tendentiell auch die Expression
von KC sechs Wochen nach Infektion (Abb. 4-5; Ubersicht in Abb.5-1, S.75). KC ist
ein Chemokin, das von Endothelzellen gebildet wird und Neutrophile rekrutiert und
aktiviert.*»%41%® Die Anderungen in der Expression von KC sind, wie zuvor fiir Grl
beobachtet (Abb.4-4), nicht signifikant. Zusammen bilden sie dennoch ein starkes
Indiz dafiir, dass apoptotische PS+ L. major die Akkumulation und Aktivierung von
Neutrophilen férdern. Die durch apoptotische PS—+ L. major erhdhte KC-Expression ist

hierbei wahrscheinlich fiir die beobachtete Akkumulation Neutrophiler verantwortlich.
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Bereits zu Beginn der Infektion beeinflussen L. major die Rekrutierung Neutrophiler
durch Chemokine. So induzieren sie zum einen die Expression von KC, zum anderen
sezernieren sie selbst Chemokine, um Neutrophile zu rekrutieren.'%1%? Es ist nicht
bekannt, ob diese Effekte zu Beginn der Infektion durch alle L. major vermittelt
werden, oder ob sie spezifisch durch apoptotische PS-+ L. major induziert werden. Die
Daten der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass apoptotische PS+ L. major
fiir die Induktion von KC zu Beginn der Infektion verantwortlich sein kénnten. Weitere

Experimente sind notwendig, um diesen Punkt im Detail zu klaren.

5.2 Apoptotische PS+ L. major fordern die krankheitsassozi-
ierte T-Zellantwort

Gesteigerte Expression der krankheitsassoziierten Zytokine IL4 und IL10

Die Ausbildung einer protektiven T-Zellantwort ist entscheidend fiir die Abwehr einer
L. major Infektion und ihre Bedeutung fiir den weiteren Verlauf einer Leishmania-
Infektion unumstritten. 17126144155 Tyje yorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass
apoptotische L. major die Expression der krankheitsassoziierten Zytokine 1L4 und
IL10 4n vivo in der Haut sechs Wochen nach Infektion erhohen (Abb. 4-8; Ubersicht
in Abb.5-1, S.75). IL4 ist ein T-Zelleffektorzytokin, das die humorale Antwort iiber
B-Zellen fordert. 28357582160 leichzeitig aktiviert es alternativ auch Makrophagen,
diese wirken aber antiinflammatorisch und kénnen intrazelluldre Erreger wie L. major
nicht abbauen.®% IL10 ist ein regulatorisches Zytokin, das wie IL4 den Abbau
intrazellularer L. major durch Makrophagen hemmt. IL10 wird von T-Zellen aber auch
Makrophagen gebildet und fordert das Uberleben und die Proliferation von B-Zellen
einerseits, inhibiert aber Makrophagen und Neutrophile andererseits. 45074105173
Zusammenfassend bewirken apoptotische L. major im Inokulum, dass langfristig
die krankheitsassoziierte Zytokinantwort iiber IL4 und IL10 induziert wird, um das
Uberleben der Parasiten in Makrophagen zu fordern.

Die in der Haut nachgewiesene T-zellvermittelte Zytokinantwort hat ihren Ur-
sprung im Lymphknoten und wird von dort durch Migration der T-Effektorzellen

in die peripheren Gewebe iibertragen.®'°? Daher wurde in Abhingigkeit apopto-
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tischer L. major auch die Zytokinexpression im drainierenden Lymphknoten néher
untersucht. Ahnlich wie im Infektionsgebiet, erhbhen apoptotische PS+ L. major im
Inokulum die Expression von krankheitsassoziiertem I1L4 im Lymphknoten tendentiell,
die von krankheitsassoziiertem IL10 stark erhthen (Abb.4-9). Im Grofen und Ganzen
stimmt die Expression von IL10 im Lymphknoten mit derjenigen im Infektionsgebiet
iiberein. Dariiber hinaus ist im Unterschied zur Haut in Anwesenheit apoptotischer
L. major auch eine Hemmung der IFN~-Expression zu beobachten (Abb. 4-9; Uber-
sicht in Abb.5-2, S.76). Damit wird im Lymphknoten nicht nur die Ausbildung der
krankheitsassoziierten Antwort geférdert, sondern gleichzeitig die protektive Antwort
gehemmt. Es stellt sich nun die Frage, warum sich die Zytokinprofile in Haut und
Lymphknoten unterscheiden. Die Analysen, die in dieser Arbeit vorgenommen wurden,
sind Momentaufnahmen der Situation im Organismus. Lymphknoten und Haut kom-
munizieren miteinander, diese Kommunikation mittels Zellmigration benotigt aber
Zeit und fiihrt so zu kinetischen Verschiebungen zwischen beiden Organen. Die in
der vorliegenden Arbeit gezeigte Hemmung der IFN~-Expression im Lymphknoten
ist vermutlich die Reaktion auf die verstirkte Entziindung und antiinflammatorische
Immunantwort der infizierten Haut, die durch apoptotische Parasiten induziert wurde.
Dies ist auch insofern plausibel, als im Serum noch keine Verringerung des mit IFN~
assoziierten IgG2a zu detektieren ist (Abb.4-7; Ubersicht in Abb.5-1, S.75). Mit
einer solchen Anderung wire erst zeitverzogert zu rechnen. Um die kinetischen Zusam-
menhénge der Zytokinexpression zwischen Haut und Lymphknoten besser beurteilen
zu konnen, miissten in weiterfithrenden Versuchen verschiedene Zeitpunkte vor und

nach dem in dieser Arbeit untersuchten Zeitpunkt analysiert werden.

Keine Pragung der frithen Immunantwort im Lymphknoten durch apopto-
tische PS+ L. major

Wie zuvor schon erwihnt, ist die Art der T-zellvermittelten Zytokinantwort essentiell
fiir den Erfolg der L.major-Abwehr. Anhand der Beobachtungen an Langzeit-T-
Zellkulturen wurde deshalb das Konzept aufgeworfen, dass bereits T-zellspezifische
Zytokine, die kurz nach Infektion zur Zeit der T-Zellaktivierung anwesend sind,

die T-zellabhéngige Zytokinantwort prigen und nachhaltig festlegen. 19144 Diese
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Hypothese wurde kontrovers diskutiert.!6-127:140:145,151,153 Ty der vorliegenden Arbeit
reicht die Anwesenheit promastigoter, apoptotischer PS+ L. major zu Beginn der
Infektion aus, um eine krankheitsassoziierte Zytokinantwort und den progressiven
Verlauf in vivo zu induzieren. Es ist dariiber hinaus bekannt, dass Antigene iiber die
Lymphe sehr schnell in den drainierenden Lymphknoten gelangen und zur frithen

64,66,104 Ty apoptotische PS+ L. major nur zu Beginn

T-Zellaktivierung beitragen.
der Infektion vorliegen, ist es also plausibel zu vermuten, dass sie auch friihzeitig in
den drainierenden Lymphknoten gelangen und dort die Priagung der T-Zellantwort
beeinflussen konnten.

Bisherige Experimente unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass T-Zellen drei Tage
nach Infektion mit L. major zum ersten Mal stark im drainierenden Lymphknoten
proliferieren. %4 Die vorliegende Arbeit zeigt, dass das Ausmaf der Aktivierung von
T-Zellen in der T-Zellzone des drainierenden Lymphknotens durch apoptotische PS+
L. major nicht beeinflusst wird (Abb. 4-10). Somit férdern apoptotische PS+ L. major
die T-Zellantwort nicht, indem sie die frithe Proliferationsrate von T-Zellen erhéhen.
Hierbei muss beriicksichtigt werden, dass in der vorliegenden Arbeit der allgemeine
Proliferationsmarker Ki67 analysiert wurde, der von allen proliferierenden Zellen wéah-
rend aller Phasen des Zellzyklus exprimiert wird.?? Die Daten der vorliegenden Arbeit
konnen daher nicht ausschliefsen, dass in Anwesenheit apoptotischer PS-+ L. major
andere T-Zellsubtypen aktiviert werden als in ihrer Abwesenheit. Weitergehende Expe-
rimente miissten analysieren, inwiefern die Aktivierung verschiedener T-Zellsubtypen
von apoptotischen PS+ L. major abhéngt.

In weiteren Versuchen wurde untersucht, ob apoptotische PS+ L. major die Ex-
pression der krankheitsassoziierten Zytokine IL4 und IL10 im T-Zellareal des Lymph-
knotens bereits drei Tage nach Infektion induzieren und dieses Zytokinprofil dem nach
sechs Wochen dhnelt. Unabhéngig von der Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major
im Inokulat wurde die Zytokinexpression im Lymphknoten bereits drei Tage nach
Infektion induziert, es konnten aber keine Unterschiede in der Zytokinexpression des
T-Zellareals beobachtet werden (Abb. 4-12). Dies unterscheidet die frithe Zytokin-
expression des Lymphknotens von derjenigen der etablierten Infektion in Haut und

Lymphknoten (vgl. Abb. 4-8, 4-9 und 4-12; Ubersichten in Abb.5-1 und 52, S. 75
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und 76). Damit zeigt sich, dass auch apoptotische PS+ L. major die T-Zellantwort noch
nicht kurz nach Infektion festlegen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit bisherigen
Ergebnissen der Arbeitsgruppe und zahlreichen Studien, die darauf hinweisen, dass
Zytokine, die zur Zeit der T-Zellaktivierung vorhanden sind, keinen entscheidenden
Einfluss auf die Pragung der resultierenden T-Zellantwort haben, 1216:114,127,140,145,151,153

Zusammengenommen weisen die vorliegenden Daten darauf hin, dass apoptotische
PS+ L. major im Inokulum durch die Induktion der krankheitsassoziierten Zytoki-
ne IL4 und IL10 das Uberleben der L. major-Population im Verlauf der Infektion
unterstiitzen, wodurch die anhaltende Entziindung und der progressive Verlauf der

Infektion verursacht werden. Fiir die Pragung dieser Antwort ist wahrscheinlich nicht

die frithe T-zellvermittelte Zytokinantwort des Lymphknotens verantwortlich.

5.3 Apoptotische PS+ L. major fordern die krankheitsassozi-
ierte B-Zellantwort

Im Gegensatz zur Rolle der T-Zelleffektorantwort wird die Rolle der B-Zellen und
Antikorper im Verlauf der murinen Leishmaniose kontrovers diskutiert. Studien zeigen,
dass anfallige B-zelldefiziente BALB/c einen verbesserten Krankheitsverlauf nach
L. major-Infektion aufweisen.61:6279:103:138,1499 Apndere Studien konnten dagegen keine
Unterschiede aufzeigen oder lassen vermuten, dass die B-zellvermittelte Anfalligkeit
von BALB/c vom L. major-Stamm, der zur Infektion genutzt wird, abhingt. 132
Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss apoptotischer L. major auch
auf die IgG-Subtypen im Serum und die Expression der Fey-Rezeptoren in der infi-
zierten Haut analysiert. Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass die Anwesenheit
apoptotischer PS+ L. major im Inokulum neben der Schwere der Erkrankung und
der Expression von 1.4 und IL10 im Infektionsgebiet auch mit der Menge an IgG1
im Serum korreliert (Abb.4-7; Ubersicht in Abb.5-1, S.75). IgG1 ist in BALB/c
der Antikorpersubtyp, der L. major am stérksten opsonisiert und iiber den sie von
antigenprisentierenden Zellen aufgenommen werden.%*!™ Apoptotische Parasiten im
Inokulum foérdern demnach wahrscheinlich die Aufnahme von L. major durch antigen-

prasentierende Zellen und damit die Ausbildung einer lokalen Immunantwort in der
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Haut, indem sie den Isotypwechsel zu IgG1 induzieren. Die Bedeutung von Antikérpern
fiir die Ausbildung einer lokalen Immunantwort in der Haut und dem progressiven Ver-
lauf der Infektion zeigt sich in antikorperdefizienten Méusen, die nach einer Infektion
mit verschiedenen Leishmania-Stdmmen weniger Monozyten in die Haut rekrutieren
und einen verbesserten klinischen Verlauf der Infektion aufweisen. 33718

Die Wirkung einzelner IgG-Subtypen zu beurteilen, ist anspruchsvoll, da das ge-
samte System sehr komplex ist und von zahlreichen Faktoren beeinflusst wird. Neben
der Sperzifitat der IgGG-Subtypen muss auch die Spezifitidt und das Expressionsniveau
ihrer Fcy-Rezeptoren beriicksichtigt werden. Dariiber hinaus spielen auch die Affinitat
der FeyR, die Koexpression der aktivierenden FeyR untereinander und/oder mit dem
inhibierenden FcyRII auf einer Zelle, der Zelltyp, auf dem die FeyR exprimiert werden,
und nicht zuletzt auch Zytokine, die sowohl den Isotypwechsel der B-Zellen als auch
die FeyR-Expression der anderen Zellen beeinflussen, eine Rolle. !¢ Die vorliegende
Arbeit zeigt, dass apoptotische PS+ L. major analog zum Serum-IgG1 auch die Ex-
pression von FeyRIII in der Haut anfilliger BALB /¢ verstirken (Abb. 4-6; Ubersicht
in Abb.5-1, S.75). Da FeyRIII der einzige aktivierende IgG1-bindende FeyR ist, wird
dadurch die Wirkung von IgG1 gesteigert.!'® Diese durch apoptotische L. major im
Inokulum hervorgerufene Steigerung der FcyRIII-Expression konnte einerseits durch
eine Herunterregulation der FcyRIII-Expression, andererseits durch eine verminderte
Einwanderung FeyRIIT-exprimierender Zellen verursacht sein. FeyRIII wird auf ver-
schiedenen Zellen exprimiert, so auch auf den fiir die Etablierung und den Erhalt der
Leishmania-Infektion besonders bedeutenden dendritischen Zellen, Makrophagen und
Neutrophilen. '>!1¢ Die vorliegende Arbeit zeigt, dass apoptotische PS+ L. major die
Akkumulation dendritischer Zellen und Neutrophiler in der Haut anfélliger BALB/c
fordern (Abb. 4-4). Zusammen mit der erhéhten FeyRIII-Expression weist dies darauf
hin, dass die gesteigerte Expression des FcyRIII auf eine erhohte Akkumulation dieser
Zellen zuriickzufithren sein konnte. Dafiir spricht, dass beispielsweise die Einwanderung
dendritischer Zellen in das Infektionsgebiet in vivo mit dem Auftreten von Antikor-
pern im Serum zusammenfillt.!™ Apoptotische PS+ L. major im Inokulum koénnten
demnach iiber die erh6hte FeyRIII-Expression und die verstarkte IgG1-Produktion die

Aufnahme der Parasiten durch dendritische Zellen erhohen, und damit zum Ausbau
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und Erhalt des progressiven Erkrankungsverlaufs anfélliger BALB/c beitragen. Nicht
ausgeschlossen werden kann die Moglichkeit, dass die Expression von FeyRIIT auf
Zellen moduliert wird und dadurch die beobachtete Erhohung der FeyRIII-Expression
zu Stande kommt.

Die Opsonisierung von L. major mit [gG1 und deren Aufnahme tiber FcyRIII spielt
in der Induktion einer krankheitsassoziierten Immunantwort anfélliger BALB/c eine
bedeutende Rolle. Darauf weist eine Studie hin, die beobachtet, dass FeyR-/- BALB/c
eine Infektion mit L. major kontrollieren. ''® Dies spricht dafiir, dass die Aufnahme
opsonisierter L. major iiber FcyR mit der progressiven Krankheitsentwicklung korre-
liert. Die FcyR-vermittelte Aufnahme IgG-opsonisierter Parasiten erfolgt hierbei nicht
nur durch dendritische Zellen, wie bereits zuvor diskutiert wurde, sondern auch durch
Makrophagen. 147417 Makrophagen, die IgG-opsonisierte Parasiten aufnehmen, sind
dariiber hinaus neben T-Zellen als Quelle von IL10 bekannt. Ein Teil der in dieser
Arbeit beobachteten IL10-Expression, die durch apoptotische L. major induziert wird,
kénnte demnach auch von Makrophagen stammen (Abb. 4-8). Speziell FeyRIII konnte
fiir die IgG-vermittelte Induktion von IL10 in Makrophagen und die dadurch bedingten
chronischen Lésionen wéahrend einer L. mezicana-Infektion verantwortlich gemacht
werden. '*® Uber die Induktion von IgG1 und FeyRIII fordern apoptotische L. magjor
demnach vermutlich die IL10-Produktion von Makrophagen, was infolgedessen zu
deren funktioneller Hemmung und dem Uberleben der Parasiten in Makrophagen
fiihrt.

Neben IgG1 und FeyRIIT kénnten auch die Antikérper IgG2a und IgG2b iiber
ihre Fcvy-Rezeptoren die Immunantwort beeinflussen. Die vorliegende Arbeit zeigt
aber, dass weder die Sezernierung von IgG2a und IgG2b noch die Expression ihrer
aktivierenden Fcy-Rezeptoren I und IV durch apoptotische PS+ L. major beeinflusst
werden (Abb.4-7 und 4-6). Dariiber hinaus kénnte man argumentieren, dass IgG2a
und IgG2b indirekt iiber FeyRIIT wirken, da bekannt ist, dass FcyRIII neben IgG1 auch
IgG2a und IgG2b bindet.'® Dies ist aber eher unwahrscheinlich, da beide Subtypen
bevorzugt an die fiir sie hoher affinen FcyRI (IgG2a) und FeyRIV (IgG2a, IgG2b)

binden. ''°
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Ein weiterer Faktor, der die Wirkung aller untersuchten IgG-Subtypen beeinflusst,
ist deren Wirkung iiber den inhibierenden FcyRII, der alle in dieser Arbeit unter-
suchten IgG-Subtypen (IgG1, IgG2a, IgG2b) bindet. Die vorliegende Arbeit zeigt,
dass apoptotische L. major keine gesteigerte Expression dieses inhibitorischen FeyRII
induzieren (Abb.4-6). Da apoptotische L. major den IgG1-bindenden aktivierenden
Rezeptor FcyRIII induzieren, wird dadurch die Wirkung von IgG1 indirekt zusétz-
lich gestarkt. Gerade fiir I[gG1 wurde beschrieben, dass eine solche Verschiebung des
Verhéltnisses aktivierender zu inhibierenden Rezeptoren die Wirkung von IgG1 stark
beeinflusst. 115

Die Daten der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass apoptotische PS+
L. major in BALB/c Méusen die Wirksamkeit von IgG1 férdern, indem sie zum einen
die Produktion von IgG1 férdern, zum anderen die Expression des einzigen [gG1-
bindenden, aktivierenden FeyRIIT erhéhen (Ubersicht in Abb. 5-1, S. 75). Die erhdhten
[gG1-Spiegel fiihren vermutlich zu einer gesteigerten Opsonisierung der Parasiten
und gesteigerten Aufnahme durch Makrophagen und dendritische Zellen. Uber die
Induktion von IgG1 tragen apoptotische PS+ L. major damit zum Erhalt der Infektion
bei. Weitere Experimente miissen kldren, ob neben der in dieser Arbeit beobachteten
Erhéhung von IgGl im Serum auch eine Erhéhung im Infektionsgebiet festzustel-
len ist. Weiterhin ist es von Interesse herauszufinden, ob die durch apoptotische
L. major erhohte Wirkung von IgG1 {iber FeyRIIT durch eine verstarkte Akkumulation
FeyRIII-tragender Zellen, oder durch eine verstarkte FeyRIII-Expression auf einzelnen
Zellpopulationen bestimmt wird. Ziel solcher Untersuchungen konnte aufserdem sein, zu
untersuchen, ob die Depletion des krankheitsassoziierten [gG1 den Krankheitsverlauf

von BALB/c Méusen verbessert.
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Klinisches Bild:

1 FuBschwellung
1 Leishmanienlast

;f/}/ + g@m

Lebende PS- Apoptotische PS+
L. major L. major

Angeborene Immunantwort Adaptive Immunantwort
Zellmarker T-zellspezifische Zytokine
1 CD11c (Dendritische Zellen) T IL4
—Mac1 (Makrophagen) @ T 1L10 @: g
1t Gr1 (Neutrophile) s @ —IFNy °e® -
Chemokine Fcy-Rezeptoren
B-zellspezifische Antikorper
—RANTES —FcyRI
T MIP1o —FcyRlIl 1 lgG1 @
1T KC 1 FeyRHI —lgG2a N
—FeyRIV Haut —lgG2b A )- Serum

Legende: 1 Verstarkte Produktion
—> Gleich bleibende Produktion

Abb. 5-1: Uberblick iiber den Einfluss apoptotischer PS+ L. major wihrend der
Infektion auf die Immunantwort im Infektionsgebiet und Serum. Sind neben leben-
den PS- L. major auch apoptotische PS+ L. major wéhrend der Infektion anfilliger BALB/c
vorhanden, fiihrt dies sechs Wochen nach Infektion zu einer verstarkten Akkumulation von
dendritischen Zellen und Neutrophilen und einer verstérkten Expression der inflammatori-
schen Chemokine MIP1a und KC in der Haut. Weiterhin werden die krankheitsassoziierten
Zytokine IL4 und IL10, sowie der IgG1l-bindende FeyRIII verstirkt exprimiert. Im Serum
liegt eine erhdhte Konzentration an krankheitsassoziiertem IgG1 vor. Insgesamt férdert die
Anwesenheit apoptoptotischer PS+ L. major zu Beginn der Infektion anfilliger BALB/c
Mé&use die Entwicklung einer krankheitsassoziierten Immunantwort im Infektionsgebiet.
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;Zif/y/ y  Go e,

Lebende PS- Apoptotische PS+
L. major L. major

3 Tage nach Infektion 6 Wochen nach Infektion
T-zellspezifische Zytokine T-zellspezitische Zytokine
—IL4 —IL4
—IL10 @., 1 IL10 @..
—IFNy °%® | IFNy °%°
Leishmanienlast Leishmanienlast
* Erhoht * Stark erhoht
* Konzentration in B-Zellzone * Kompartimente nicht mehr

unterscheidbar

Legende: 1 Verstarkte Produktion
— Gleich bleibende Produktion
| Verringerte Produktion

Abb. 5-2: Uberblick iiber den Einfluss apoptotischer PS+ L. major wihrend
der Infektion auf die Immunantwort im Lymphknoten. Sind neben lebenden PS-
L. major auch apoptotische PS+ L. major wahrend der Infektion anfalliger BALB /¢ vorhan-
den, fiihrt dies sechs Wochen nach Infektion wie in der Haut zu einer verstiarkten Expression
des krankheitsassoziierten Zytokins IL10 und zu einer verringerten Expression des protekti-
ven Zytokines IFN+. Drei Tage nach Infektion ist die Zytokinexpression nach Infektion mit
apoptotischen PS+ L. major nicht verédndert im Vergleich zur Infektion ohne apoptotische
PS+ L. major. Die Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major wihrend der Infektion fiihrt
dazu, dass vermehrt L. major in der B-Zellzone akkumulieren. Insgesamt fordert die Anwe-
senheit apoptoptotischer PS+ L. major zu Beginn der Infektion anfélliger BALB/c Méuse
die Entwicklung einer krankheitsassoziierten Immunantwort im drainierenden Lymphkno-
ten.

76



5.4 APOPTOTISCHE PS+ L. major VERURSACHEN DIE LOKALISATION IM B-ZELLAREAL

5.4 Apoptotische PS+ L. major verursachen die friihe Lokali-
sation der Parasiten im B-Zellareal des Lymphknotens

Wie in Abschnitt 5.2 diskutiert wurde, induzieren apoptotische L. major im Verlauf der
Infektion die krankheitsassoziierten T-Zellzytokine 1L4 und IL10. Die T-zellabhéngige
[L4- und IL10-Expression ist dafiir verantwortlich, dass L. major in Makrophagen
iiberleben und den progressiven Krankheitsverlauf verursachen. Zu Beginn der Infektion
wurde aber noch keine Verédnderung der Expression dieser Zytokine beobachtet. Fiir
die Etablierung und Festlegung der adaptiven Immunantwort scheinen sie daher keine
Rolle zu spielen. Da sechs Wochen nach Infektion auch krankheitsassoziiertes IgG1
induziert wurde (Abb.4-7 und Abschnitt 5.3) und die Anwesenheit apoptotischer
L. major zu Beginn der Infektion ausreicht, um den gesamten Erkrankungsverlauf zu
prigen, ist es plausibel zu vermuten, dass B-Zellen eine grofsere Rolle in der Pragung
der erworbenen Immunantwort spielen konnten.

B-Zellen bendétigen zu ihrer vollstandigen Aktivierung die Kreuzvernetzung mem-
branstindiger B-Zellrezeptoren durch natives Antigen.® Zugrunde liegt die Frage, ob
apoptotische L. major die Lokalisation der Parasiten im Lymphknoten zugunsten der B-
Zellzone dndern und damit die Induktion der B-Zellantwort beeinflussen kénnten. Um
die Moglichkeit einer frithen Beeinflussung von B-Zellen durch Leishmania-Antigene
zu untersuchen, wurde die Lokalisation von L. major in der T- und B-Zellzone durch
Analyse der leishmaniellen Kp-DNA drei Tage nach Infektion untersucht. Um unter-
schiedlich infizierte Mause standardisiert miteinander vergleichen zu kénnen, wurde in
der vorliegenden Arbeit der Quotient aus der Last der T-Zellzone und derjenigen der
B-Zellzone untersucht. Auf diese Weise zeigt die vorliegende Arbeit erstmals, dass die
Anwesenheit apoptotischer L. major im Inokulum die bevorzugte Akkumulation der
Parasiten in der B-Zellzone des Lymphknotens anfilliger BALB/c kurz nach Infektion
fordert (Abb.4-13 B; Ubersicht in Abb.5-2, S.76). Da die Anwesenheit apoptotischer
PS+ L. major im Inokulum mit einem progressiven Krankheitsverlauf und erhohter
IgG1-Produktion von BALB/c Méusen korreliert (Abb.4-2, 4-7), ist es denkbar, dass

die Lokalisation der Parasiten in der B-Zellzone frithzeitig die B-Zellantwort aktiviert
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und den Isotypwechsel zu IgG1 festlegt. Damit wiirden apoptotische Parasiten die
Entwicklung der krankheitsassoziierten, humoralen Immunantwort begiinstigen und
entscheidend pragen.

Die kompartimentspezifische quantitative Analyse der Parasitenlast im Lymph-
knoten wird drei Tage nach Infektion von einigen Faktoren erschwert: Uber alle
Infektionsgruppen hinweg, unterscheidet sich die absolute Menge an Kp-DNA zwi-
schen verschiedenen Versuchstieren. Diese biologischen Schwankungen erschweren
den direkten Vergleich der kompartimentspezifischen Parasitenlast anhand absoluter
Werte (Abb.4-13 A). Das Einzelkopiegen POLA, das eine genauere Aussage iiber
die Quantitiat der Parasitenlast zulédsst als die pro einzelner L. major-Zelle variabel
exprimierte Kp-DNA, '#2L147 Jjegt drei Tage nach Infektion noch unter der Detekti-
onsgrenze der Real-Time-PCR (Daten nicht gezeigt). Andere etablierte Methoden zur
Bestimmung der Leishmanienlast (z. B. limitierende Verdiinnung durch Anzucht in der
Kulturschale) sind nicht einsetzbar, weil diese die Last in Gesamtorganen bestimmen
und eine Trennung der Kompartimente, wie bei der in dieser Arbeit genutzten Mi-
krodissektion nach Kryosektion der Lymphknoten, nicht moglich ist. Mikroskopische
Techniken wéren hier ein moglicher Ansatzpunkt, die Verteilung von L. major oder
L. major-Antigen in den Kompartimenten des Lymphknotens drei Tage nach Infektion
detaillierter zu untersuchen. Dariiber hinaus miissen weitere Studien klaren, ob die
Lokalisation von L. major in der B-Zellzone die B-Zellantwort aktivieren und den
Isotypwechsel zu [gG1 festlegen kann.

Der genaue Mechanismus, mit dem apoptotische L. major die Lokalisation der
Parasiten in der B-Zellzone des Lymphknotens bewirken kénnten, ist nicht bekannt.
L. major konnten bespielsweise direkt in das B-Zellareal gelangen und B-Zellen aktivie-
ren. So belegen Studien, dass Antigen einerseits {iber den subkapsulédren Sinus direkt
in die B-Zellfollikel von Lymphknoten flieft oder im Netz subkapsuldrer Makrophagen
gefangen wird, andererseits B-Zellen des Lymphknotens aktiv an der Drainage von
Antigen und ihrem Transport in den B-Zellfollikel beteiligt sind. %2471 Freie L. major
konnten so direkt Einfluss auf die B-Zellaktivierung nehmen. Hierbei {iben apoptotische
L. major moglicherweise eine andere Wirkung auf B-Zellen aus als lebende Parasiten.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass apoptotische PS+ L. major die Akkumulation von
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Parasiten in der B-Zellzone férdern, die Analyse der Kp-DNA liefert aber keine Aussage
dariiber, ob sie von apoptotischen oder lebenden L. major stammt. Dariiber geht aus
der Analyse der Kp-DNA nicht hervor, in welcher Form L. major im Lymphknoten
vorliegen. Kp-DNA konnte in intakten Parasiten, aber auch auferhalb von L. major
frei im Gewebe oder innerhalb von Kinetoplasten vorliegen. Die unterschiedlichen An-
tigene, die auf diese Art exponiert wiirden, konnten unterschiedlich auf die Induktion
der B-Zellantwort wirken. Dass die durch apoptotische PS+ L. major erhohte Kp-DNA
im B-Zellareal durch extrazelluldres, freies Leishmania-Antigen hervorgerufen wird,
ist unwahrscheinlich, da dieses schnell beseitigt wird und drei Tage nach Infektion im
Lymphknoten kaum noch detektiert werden kann (Abb.4-14).

Antigene gelangen nicht nur als freies Antigen iiber die Lymphe in den drainieren-
den Lymphknoten, sondern insbesondere auch durch Zellen. Neuere Studien zeigen,
dass nicht nur dendritische Zellen, sondern interessanterweise auch Neutrophile in
den Lymphknoten einwandern, wo sie zunéchst im subkapsuldren Sinus lokalisieren,
ihr Antigen direkt an B-Zellen weitergeben und auch dendritische Zellen aktivieren
konnen. 2304597 Da, apoptotische PS+ L. major im Inokulum nicht nur das Abto-
ten lebender Parasiten durch Neutrophile verhindern, sondern dariiber hinaus das
Uberleben der Neutrophilen verldngern, ist es vorstellbar, dass mehr Neutrophile in
der Lage sind, in den Lymphknoten einzuwandern. 61163 In der vorliegenden Arbeit
wurde die B-Zellzone zusammen mit dem subkapsuléren Sinus isoliert. Ein Teil der
nachgewiesenen L. major kénnte also von infizierten Neutrophilen des subkapsuldaren
Sinus stammen und dadurch die Steigerung der Leishmanienlokalisation im B-Zellareal
drei Tage nach Infektion erkldren (Abb. 4-13 B). Da insbesondere Neutrophile durch
apoptotische PS+ L. major moduliert werden, kénnte Neutrophilen tiber die Verteilung
des Antigens im Lymphknoten eine wichtige Rolle in der Prigung der erworbenen
Immunantwort zukommen. So fiithrt die Depletion von Neutrophilen in anfélligen
BALB/c zu einer Verbesserung des Krankheitsverlaufs nach L. major-Infektion. !5
Das Ziel weiterfithrender Analysen konnte es sein, zu untersuchen, ob Neutrophile in
Abhéngigkeit apoptotischer L. major tatsdachlich die Verteilung der Parasiten in den

Kompartimenten des drainierenden Lymphknotens beeinflussen und ob eine solche Mo-
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dulation die Produktion von IgG1 und den Krankheitsverlauf nach L. major-Infektion

verandert.

5.5 Einfluss gestresster PS- L. major auf die Erkrankungsrate

Die Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major im Inokulum fiihrte in anfélligen
BALB/c immer zur Auspriagung des vollen Krankheitsverlaufes (4-2). Im Gegen-
satz zur Studie von van Zandbergen et al.!%! zeigten aber auch etliche BALB /c nach
Infektion mit lebenden PS- L. major den vollen Krankheitsverlauf und blieben nicht
klinisch unaufféllig. Auch eine andere Arbeit zeigt, dass die Depletion apoptotischer
promastigoter L. major im Inokulum nicht in jedem Fall zu einem vollstandig unauffal-
ligen Verlauf fithrt.!” Eine wichtige Frage, die sich deshalb stellte, war, warum sich der
klinische Verlauf nicht in allen BALB/c verbesserte, wenn apoptotische PS+ L. major
im Inokulum fehlten. Die vorliegende Arbeit schliefst aus, dass es sich bei dieser
Ambivalenz im klinischen Verlauf um einen Dosiseffekt handelt, der bei geringerer
Gesamtinfektionsdosis verschwindet (Abb. 4-15). Die Ursache fiir den unterschiedli-
chen Infektionsverlauf nach Depletion apoptotischer PS+ L. major musste demnach
woanders begriindet sein.

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass die Population lebender PS- L. major,
so wie sie bisher definiert wurde, neben linglichen, lebenden Parasiten (FSC"") auch
solche umfasst, die morphologisch die Grofe apoptotischer PS+ Parasiten (FSCn¢dris)
aufweisen (Abb. 4-16). Der Prozess der Apoptose in Leishmania umfasst auch mor-
phologische Anderungen wie Zellschrumpfung, die noch vor PS-Expression eintreten.®
Daher umfasst die Population der PS- FSC™¢9 [, major vermutlich gestresste Zellen,
die sich zunédchst nur morphologisch &ndern, aber noch nicht tiber die Expression
von PS charakterisiert sind. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass bei Korpertempera-
tur diese morphologisch veranderte Population die einzige ist, die deutlich abnimmt,
wogegen die der lebenden PS- FSC"" L. major und apoptotischen PS+ FSCriedrig
L. major zunehmen (Abb. 4-17). Der Wirmereiz scheint demnach entweder als Uber-
lebenssignal zu wirken, so dass die morphologisch veranderten Zellen wieder zu ihrer

urspriinglichen Morphologie zuriickkehren (PS-FSC"") oder aber, wenn die Zelle
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schon zu sehr gestresst ist, endgiiltig durch Expression von PS in die Apoptose zu
fithren (PS+ FSCrdi9) (Ubersicht in Abb. 5-3, S.81).

Die Annahme, dass Wéarme nicht ausschlieflich zur Apoptose von L. major fiihrt,
macht durchaus Sinn, da bei Infektion der Temperaturreiz die Umwandlung in die
amastigote Form der Leishmania auslost, also nicht per se schédlich fiir das weitere
Uberleben einer Leishmanie ist.'" Erst wenn das Zellprogramm bereits nachhaltig
gestort wire, wiirden Leishmania durch einen hohen Temperaturreiz endgiiltig in die
Apoptose eintreten.®*!! Bei Infektion anfilliger BALB/c Méuse mit aufgereinigten
PS- L. major kann nicht vorhergesehen werden, ob und welcher Anteil morphologisch
verinderten PS-FSC™€?9 Parasiten in Apoptose tritt. Der Anteil apoptotischer
L. major im Inokulat kann sich dadurch auch im aufgereinigten Inokulat lebender PS-
L. major unvorhersehbar erhohen und die Etablierung der Infektion begiinstigen. Dies
wére eine Erklarung, warum einige BALB/c in der vorliegenden Arbeit wie erwartet
klinisch unauffallig blieben, wenn apoptotische PS+ L. major wiahrend der Infektion
fehlten, andere aber dennoch das volle Krankheitsbild entwickelten. Weiterfithrende
Experimente, die den Beitrag der morphologisch gestressten PS- FSC™€dr9 [, major

Population an der Infektisitat des Inokulats im Detail klaren, sind notwendig.

Reversible morphologische Anderung

Irreversible apoptotische Anderungen

Stress
= Anhaltender
@\/ Stress @,\/
N
Lebende Uberlebens- Gestresste Apoptotische
L. major faktoren L. major PS+ L. major

Abb. 5-3: Modell der Apoptose promastigoter L. major. Sind promastigote L. major
zelluldrem Stress wie Hitze ausgesetzt, dndert sich zunéchst ihre Morphologie. Dieser Prozess
ist reversibel, solange das Zellprogramm von L. major noch nicht nachhaltig gestort ist und
geeignete Uberlebensfaktoren vorliegen. Halt der zellulire Stress an, geht L. major endgiiltig
in Apoptose. Dieser Schritt ist irreversibel. Rot: Phosphatidylserin.
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5.6 Anfilligkeit resistenter C57BL/6 Mause

Im Gegensatz zu anfélligen BALB/c Méusen reagieren resistente C57BL/6 Mause
auf eine L. major-Infektion grundsétzlich nur mit einer leichten Fufsschwellung und
konnen die Infektion letztendlich kontrollieren. Die vorliegende Arbeit stellte sich die
Frage, ob die Depletion apoptotischer PS+ L. major im Inokulum dazu fiihrt, dass
sich selbst diese geringe Fufsschwellung nicht ausbildet. Es konnte gezeigt werden,
dass die Anwesenheit apoptotischer PS+ L. major zu Beginn der Infektion weder
einen Einfluss auf die Fufsschwellung und Leishmanienlast resistenter C57BL/6 Mause,
noch auf die Expression von Chemokinen und Akkumulation von Effektorzellen
der angeborenen Immunantwort im Infektionsgebiet hat (Abb.4-18). Analog dazu
induzierten apoptotische PS+ L. major in der Haut resistenter C57BL /6 Mé&use weder
die krankheitsassoziierte Expression von IL4, IL10 oder FcyRIII, noch erhéhten sie
krankheitsassoziiertes I[gG1 im Serum (Abb. 4-19). Apoptotische PS+ L. major fordern
demnach nicht die krankheitsassoziierte adaptive Immunantwort und Entziindung im
Infektionsgebiet resistenter C57BL/6 Mé&use.

Dennoch gibt es in der Immunantwort auf eine Mischung lebender PS- und apopto-
tischer PS+ L. major einen markanten Unterschied zwischen resistenten C57BL/6 und
anfélligen BALB/c Mausen. Im Gegensatz zur BALB/c konnten im Infektionsgebiet
von C57BL/6 keine Neutrophilen detektiert werden (vgl. Grl in Abb. 4-18 und 4-4).
In den vergangenen Jahren ist die Bedeutung von Neutrophilen als Wirtszelle fiir
L. major und ihre Funktion in der Etablierung und im Verlauf von L. major-Infektionen
gewachsen. 42124129.161 Ayych fiir einen viszeralen Leishmania-Stamm wurde nach In-
fektion eine Infiltration von Neutrophilen beobachtet, die vermutlich das Uberleben
der Parasiten begiinstigt. !®” Insgesamt liegt die Vermutung nahe, dass insbesondere
Neutrophile fiir die Etablierung der Infektion sowie den Fortgang und die Beein-
flussbarkeit der Entziindung verantwortlich sind, also eine essentielle Voraussetzung
fiir die Beeinflussbarkeit des Infektionsverlaufes durch apoptotische PS+ L. major
bilden. Gestiitzt wird diese Annahme in der vorliegenden Arbeit durch Experimente

an resistenten C57BL/6 Méausen. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass im Gegensatz zu
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anfilligen BALB/c die Immunantwort in der Haut resistenter C57BL/6 sechs Wochen
nach Infektion nicht verandert ist, wenn apoptotische PS+ L. major im Inokulum
vorhanden sind (4-18, 4-19). Die Analyse von Zellmarkern und Chemokinen zeigt
aber, dass resistente C57BL/6 grundsétzlich in der Lage sind, auf eine Infektion
entziindlich zu reagieren (Abb. 4-20, 4-21). Besonders auffillig ist, dass resistente
C57BL/6 Méause weder nach einer konventionellen Infektion noch nach einer Infektion
mit einem chronischen L. major-Stamm Neutrophile in die Haut zu rekrutieren (ver-
gleiche Grl-Expression in Abb. 4-4, 4-18 C, 4-21). Eine mogliche Erklarung hierfiir
ist, dass die Parasiten in C57BL/6 Mé&usen sehr schnell beseitigt werden und die
Infektion frith im Keim erstickt wird, so dass keine dauerhafte Rekrutierung von
Neutrophilen notwendig ist. Ursache hierfiir konnte sein, dass Neutrophile resistenter
C57BL/6 Méuse von denen anfilliger BALB /¢ Mause verschieden sind und nicht durch
apoptotische PS+ L. major beeinflusst werden konnen. Hierfiir sprechen Studien, die
beschreiben, dass die Wirkungsweise von Neutrophilen vom genetischen Hintergrund
des Wirts abhéngt. So zeigt eine Studie, dass sich Neutrophile von BALB/c und
C57BL/6 genetisch hinsichtlich von Oberflachenintegrinen, Toll-Like-Rezeptoren und
Zytokinen unterscheiden.?” Eine weitere mogliche Erklirung ist, dass Neutrophile
in anfélligen BALB/c und resistenten C57BL/6 Mausen unterschiedlich rekrutiert
werden. So dominieren Neutrophile das Infiltrat anfélliger BALB/c wéhrend der ersten

13,154

12 Tage nach Infektion und eine Depletion zur Zeit der Infektion vermittelt

partielle Resistenz.'® Das Infiltrat resistenter C57BL/6 wird dagegen nur innerhalb

t13 und eine Depletion

der ersten Tage nach Infektion durch Neutrophile charakterisier
von Neutrophilen zum Zeitpunkt der Infektion verstirkt das frithe Parasitenwachstum
und die Pathologie der Lisionen.??%6:128156 g Neutrophile durch apoptotische PS+
L. major funktionell gechemmt werden,!®! sind sie fiir apoptotische PS+ L. major
essentiell, um auf die Entwicklung einer L. major-Infektion Einfluss nehmen zu kénnen.
Somit ist es denkbar, dass die in resistenten C57BL/6 Méusen fehlende oder transiente
Immigration von Neutrophilen in das Infektionsgebiet dafiir verantwortlich ist, dass
diese Méause durch apoptotische PS+ L. major im Inokulum nicht beeinflusst werden.

Die vorliegenden Daten resistenter C57BL /6 Mause werfen dariiber hinaus weitere

Fragen auf. Beispielsweise stellt sich die Frage, inwiefern Neutrophile resistenter
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C57BL/6 durch apoptotische PS+ L. major beeinflusst werden. Spannend ist auch, ob
eine Infektion resistenter C57BL/6 mit L. major progressiv verliefe, wenn Neutrophile
anfélliger BALB/c in resistente C57BL/6 transferiert wiirden. In welcher Hinsicht
Neutrophile resistenter C57BL /6 durch apoptotische PS+ Parasiten beeinflusst werden
und welchen Einfluss der genetische Hintergrund auf die Wirkung apoptotischer

L. major hat, miissen weitere Studien klaren.
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Kapitel 6
Zusammenfassung

Leishmania major (L. major) ist ein in Sdugetieren obligat intrazelluldrer Parasit, der
das wirtseigene System zur Beseitigung apoptotischer Zellen ausnutzt, um die eige-
ne Infektion zu etablieren. Apoptotische Phosphatidylserin-positive (PS+) L. major
hemmen in vitro die Aktivitdt von Neutrophilen und Makrophagen, ihren Wirtszellen,
und sind inwvivo fiir die gesteigerte Infektivitdt der gesamten Parasitenpopulation
und den progressiven Infektionsverlauf anfélliger BALB/c Méause verantwortlich. Die
vorliegende Arbeit zeigt, dass die Fulsschwellung anfilliger BALB/c Méuse, die sich
in Anwesenheit promastigoter apoptotischer PS+ L. major im Inokulum entwickelt,
in vivo durch die gesteigerte Expression inflammatorischer Chemokine und die Ein-
wanderung von dendritischen Zellen und Neutrophilen, nicht aber Makrophagen
charakterisiert ist.

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals, dass die Anwesenheit promastigoter apopto-
tischer PS+ L. major zu Beginn der Infektion in vivo die IL4- und IL10-Expression in
der Haut und dem drainierenden Lymphknoten sechs Wochen nach Infektion fordert.
Da IL4 und IL10 sowohl die Ausbildung der protektiven IFN~-Antwort als auch die
Aktivierung der Makrophagen hemmen, sind diese Zytokine fiir den Erhalt der Infek-
tion verantwortlich. Auch die Konzentration des mit 1.4 assozierten B-zellspezifische
Antikorpers IgG1l im Serum wird durch promastigote apoptotische PS+ L. major

sechs Wochen nach Infektion verstiarkt. Promastigote apoptotische PS+ L. major
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6 ZUSAMMENFASSUNG

verstiarken die Wirkung von IgG1 inwvivo dariiber hinaus, indem sie die Expression
des IgG1-bindenden FeyRIIT im Infektionsgebiet erhchen.

Obwohl die T-zellspezifische Zytokinantwort entscheidend fiir den Ausgang einer
L. major-Infektion ist, wird drei Tage nach Infektion in vivo weder das Ausmak der
erhdhten T-Zellproliferation in der T-Zellzone, noch die Expression der T-Zellzytokine
IL4, IL10 und IFN~ durch promastigote apoptotische PS+ L. major zu Beginn der
Infektion beeinflusst. Dies deutet darauf hin, dass die frithe Zytokinantwort keine Rolle
in der Pragung der T-zellabhéngigen Zytokinantwort der etablierten Infektion spielt.
Dagegen fiihren promastigote apoptotische PS+ L. major zu Beginn der Infektion
dazu, dass die Parasiten drei Tage nach Infektion bevorzugt im B-Zellareal des
Lymphknotens lokalisieren. Moglicherweise fiihrt dies bereits kurz nach Infektion dazu,
dass B-Zellen aktiviert werden und ihren Antikorperisotyp zum krankheitsassoziierten
IgG1 wechseln.

Die vorliegende Arbeit zeigt weiterhin, dass promastigote apoptotische PS+
L. major inwvivo keine Auswirkung auf die Immunantwort der Haut resistenter
C57BL/6 Méuse haben. Im Vergleich zu anfilligen BALB/c Méausen besteht der
grofste Unterschied darin, dass eine erhohte Fufsschwellung in C57BL/6 Méusen nicht
durch die Akkumulation von Neutrophilen charakterisiert ist. Da promastigote apopto-
tische PS+ L. major Neutrophile funktionell hemmen, ist die Infiltration der infizierten
Haut mit Neutrophilen vermutlich die Ursache dafiir, dass BALB/c Méause durch
apoptotische PS+ L. major im Inokulum beeinflusst werden, C57BL/6 Mause dagegen
nicht.
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Abb. A-1: Der L. major Stamm Lm/SD induziert Zytokine, leishmanienspezifi-
sche IgGs und Fcy-Rezeptoren in der Haut verzogert. Haut wurde 6 und 14 Wochen
nach Infektion entnommen und die Zytokine IL4, IL10 und IFN~ mittels Real-Time PCR
bestimmt (A). Serum wurde 6 und 14 Wochen nach Infektion entnommen und IgG1, IgG2a
und IgG2b mittels ELISA bestimmt (B). Haut wurde 6 und 14 Wochen nach Infektion ent-
nommen und die mRNA-Expression der Fcy-Rezeptoren I bis IV mittels Real-Time PCR
analysiert (C). Dargestellt sind die Einzelwerte pro Tier und der Mittelwert, n > 3.
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Abb. A—2: Ein héherer Anteil apoptotischer PS+ L. major verschlechtert das
Ausmaft der Erkrankung anfilliger BALB/c nicht. A: Gesamtinfektionsdosis kon-
stant, steigender relativer Anteil apoptotischer PS+ L. major. B: Gesamtinfektionsdosis va-
riabel, konstante Dosis lebender PS- L. major, steigende Dosis apoptotischer PS+ L. magjor.
A +B: Links: Zusammensetzung der Inokulate (Tabelle). Annexin-Histogramme lebender
PS- und apoptotischer PS+ L. major vor Zusammensetzung der Inokulate sind gezeigt, grau:
nicht gefirbt, schwarz: Annexin V gefarbt. Mitte, rechts: Dokumentation der Fuftschwellung
nach Hochdosis- (Mitte) oder Niedrigdosisinfektion (rechts) anfélliger BALB/c. Mittelwert
+ Standardabweichung, n = 3.
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