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1. Einleitung

1.1. Taxonomie und Lebenszyklus der Leishmanien

Leishmanien sind obligat intrazellular lebende Biéea und Erreger der Leishmaniasis. Die
GattungLeishmania gehdort zur Familie defrypanosomatidae (Ordnung deKinetoplastida,
Klasse deZoomastigophora). Innerhalb der Gattung lassen sich, wie in Ahlnilgl 1 darge-
stellt, verschiedene Arten und Subspecies unteidehmeDie vorliegende Arbeit beschéftigt
sich mit der Speziekeishmania, Subspezieteishmania major (L. major), und hierin mit
dem Stamm aus dem Bernhard-Nocht-Institut in HagipMHOM/IL/81/FE/BNI).

Reich Protozoa

l
Ordnung Kinetoplastida

l
Familie Trypanosomatidae

L
Gattung Leishmania
I I |

Subgenus Leishmania Viannia

Komplex L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana L. brazliensis L. guyanensis L. naiffi L. lainsoni

Spezies  L.archibaldi L. killicki L. major L. aethiopica L.amazonensis L. brazliensis L. panamensis L. naiffi L. lainsoni
L. chagasi L. tropica L. garnhami L. peruviana L. guyanensis
L. infantum L. mexicana L. shawi
L. donovani L. pifanoi

L. venezuelensis
L. forattinii

Abb. 1: Uberblick tiber die Taxonomie von Leishmanien (rfiaiirt nach Bafiulset al.,
2007)

Bei Leishmanien handelt es sich um Parasiten, rdid.aufe ihres Lebenszyklus den Wirt
wechseln und hierbei zwischen einer promastigotamFdie sie im Vektor-Tier annehmen,
und einer amastigoten Form im Wirts-Tier variierBromastigote Leishmanien sind etwa 10
bis 20 um lang, 3 um breit und besitzen ein laridagellum, welches neben der Fortbewe-
gung auch der Anheftung an das Darmepithel desodveldient (EI Sawagt al., 2008,
Killick-Kendrick et al., 1974). Die Amastigoten sind ovoid geformt, etwa B um im Durch-
messer grof3 und unbeweglich, da ihr kurzes Flagelahezu vollstandig in der Flagellen-
tasche versteckt bleibt (Wieseal., 2003). Der unterschiedliche pH-Wert und die Terape



turdifferenz von Wirt und Vektor sind fur die Ausigung der Morphologie mitverantwortlich
(Zilbersteinet al., 1994).

Weibliche Sandmiucken der Spezieislebotomus in der Alten Welt und_utzomyia sowie
Psychodopygus in der Neuen Welt fungieren als Vektoren. Die bmier Blutmahlzeit auf-
genommenen Leishmanien reifen im Darm der Muckproayklischen Promastigoten heran
und werden dabei durch eine peritrophe Matrix vgdrblytischen Verdauungsenzymen
geschitzt (Piment&t al., 1997). Nach Lyse dieser Schutzschicht durch gamsitare
Chitinase (Schleiret al., 1991) binden die Promastigoten mit Hilfe von Lpposphoglykan
(LPG), welches der Hauptbestandteil ihrer Glykokat, an das Darmepithel der Sandmuicke,
um dort weiter zu reifen und zu proliferieren (Bdeg et al., 1998). Durch die Produktion
von PSG (promastigote secretory gel), einer visk@@abstanz, die den Darmtrakt der Miicke
wie ein Pfropfen verengt, kommt es bei einer emme@lutmahlzeit des Vektors zur Regurgi-
tation von infektiosen, metazyklischen Promastigated damit letztlich zu deren Ubertra-
gung auf das Wirtstier (Batesal., 2004). Dabei handelt es sich um Saugetiere, suslukere
um Hunde und Nagetiere. Aber auch der Mensch kanRahmen einer Zoonose mit dem
Parasiten infiziert werden. Im Wirtstier erreichdia Leishmanien die Zellen des Monozyten-
Makrophagen-Systems, aber auch dendritische ZéMlenfrophile und Fibroblasten (Laskay
et al.,, 2003, Bogdaret al., 2000). Hierin wandeln sie sich innerhalb so get@nparasito-
phorer Vakuolen in die amastigote, obligat intrag@ate Form um und kdnnen proliferieren
(Antoineet al., 1998). Durch das Platzen infizierter Makrophageeichen die Leishmanien
das extrazellulare Kompartiment und kdnnen weitsken infizieren. Wird der Wirt erneut
von einer Sandmucke gestochen, gelangen die Amgstign deren Darmtrakt und vervoll-

standigen damit den Zyklus.

1.2. Die Rolle der Leishmanien als Humanpathogen

1.2.1. Formen und Klinik der Leishmaniasis

Abhangig von der Leishmanienspezies und der Imratsitige des Wirts resultieren
verschiedene Verlaufsformen der Erkrankung. Unkeesien werden die kutane (CL), muko-
kutane (MCL) und viszerale Leishmaniasis (VL).

Bei etwa 90 % der Infektionen kommt es zu einer @é&,in den meisten Fallen unkompliziert
verlauft (von Stebut, 2007). Erreger sind hierbemajor undL. tropica in der Alten Welt
sowie L. mexicana und L. brazliensis in der Neuen Welt. Nach einer Inkubationszeit von

2 bis 6 Wochen entsteht an der Einstichstelle gitiche Papel, die sich im weiteren Verlauf
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zu einem flachen, schmerzlosen Ulkus mit erhabeRamdwall entwickelt, um in der Regel
nach eineinhalb bis zwei Jahren spontan unter Mairlking abzuheilen (Niedrigt al., 2006,
von Stebutt al., 2007). Verschiedene Studien haben allerdingsigieziass ein kleiner Teil
der Erreger lebenslang im Organismus persistieen@dnceaet al., 2004, Bogdaret al., 2000,
Schubaclet al., 1998, Bogdaret al., 1996). Die Lasionen kdnnen einzeln oder multgoet
treten. Einer initialen schmerzlosen SchwellunglenEinstichstelle verdankt die Erkrankung
ihre Bezeichnung als Orient-, Bagdad- oder auclppgdbeule.

Bei Anergie des Patienten gegenlber parasitareigekren kann sich bei einer Infektion mit
L. mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis sowieL. aethiopica eine diffuse CL (DCL) ent-
wickeln, bei der es zu einem disseminierten Befi@é Integuments mit multiplen, nicht
ulzerierenden Knoten, ahnlich einer lepromatdseora,ekommt (Singh, 2006, von Stelsiit
al., 2007).

Monate bis Jahre nach einer CL kdnnen sich im Rahemger Reaktivierung der Leishma-
niasis die Parasiten auf die Schleimhaute aushreitel eine MCL hervorrufen. Risikofak-
toren sind dabei das Vorliegen von Effloreszenzkeerlwalb des Beckenringes, von grof3en
Ulzerationen sowie eine fehlende oder mangelhafterdpie der CL (Lesset al., 2007).
Auch eine DCL geht haufiger mit einer MCL einhes alne CL (Carvalho, 1994). Betroffen
sind vorwiegend die Nasen- und Mundschleimhautr abeh Lippen, Larynx und Pharynx,
woraus eine Destruktion von Nasenseptum, hartemuaichem Gaumen, Kehlkopf und Tra-
chea resultieren kann (Amagbal., 2007, Marsden, 1986). Diese so genannte Espuvicia
durchL. brazliensis, L. panamensis, L. guyanensis oderL. amazonensis hervorgerufen.

Die schwerste Form der Leishmaniasis, die mit dimektion der inneren Organe einhergeht,
ist die VL, auch Kala Azar genannt und wird duidchdonovani, L. infantum oder auch
L. chagasi verursacht. Nach einer Inkubationszeit von dreniten treten die ersten Symp-
tome wie nachtliches Fieber, Tachykardie, DiarrAbdominalschmerzen und Husten auf.
Ferner kommt es zu Hepatosplenomegalie, polyklondypergammaglobulindmie, persistie-
render Anamie, Panzytopenie sowie HypoalbuminaimeZuge einer Immunkomplex- und
interstitiellen Glomerulonephritis kdnnen schwergersnschadigungen entstehen. Relativ
spat fuhrt die Erkrankung zu Kachexie und einer éfggmentation der Haut, woraus sich
auch die Bezeichnung Schwarzes Fieber (Kala Addeitat (Awashtiet al., 2004, Singhet

al., 2006). Unbehandelt endet die VL meist todlichi Be- 10 % der behandelten Patienten
entwickelt sich nach mehreren Jahren eine ungétikrlPost-kala-azar CL, die sich unter-
schiedlich manifestieren kann (Rameshal., 2007): Es werden bei einigen Patienten ery-

themattse Lasionen im Gesichtsbereich beschrigelere zeigen symmetrisch angeordnete,



hypopigmentierte Makulae an den Extremitdten undStamm und wieder andere prasen-
tieren ein gemischtes Bild aus Papulae, NodulaeRlagues (Salotret al., 2006).

Ein grol3es Problem stellt die Infektion von Immuymsumierten dar. Vor allem bei einer
Koinfektion mit HIV kdnnen selbst harmlosere Leismienspezies eine VL hervorrufen, das
therapeutische Ansprechen verschlechtern und dielReate erhéhen (WHO, 2007, Fareth
al., 1971)

1.2.2. Epidemiologie und Vorkommen

Die WHO zahlt die Leishmaniasis mit ihren gescleitzt,5 — 2 Millionen Neuinfektionen
und 60.000 Todesféllen pro Jahr zu den untersariiitopenkrankheiten (,neglected tropi-
cal diseases”, WHO, 2010). Weltweit sind etwa zwdillionen Menschen mit dem Parasiten
infiziert und innerhalb der letzten zehn Jahre diatIinzidenz zugenommen und haben sich
die Endemiegebiete rapide ausgebreitet (WHO, 2009Reutschland ereigneten sich 2008
laut Robert Koch-Institut 18 dokumentierte Fallaegi Leishmaniasis, darunter 15 Patienten
mit einer CL und 3 mit einer VL (RKI, 2009). Schatmen zufolge muss aber jahrlich eher
mit 100 bis 200 Erkrankungen in der Bundesrepulpifechnet werden (RKI, 2003).

Das Auftreten der Erkrankung ist an das Vorhandensines Vektors geknupft. Die
nachtaktiven, circa 2 — 3 mm grol3en Sandmickenvah&iegend im tropischen und subtro-
pischen Raum beheimatet sind, halten sich in Baglemmuf und benoétigen zum Uberleben
Temperaturen von Uber 10°C. Abbildung 2 zeigt debiéte, in denen die viszerale und die
kutane/mukokutane Leishmaniasis endemisch vorkomimeZuge der Klimaerwarmung ist
jedoch mit einer weiteren Ausbreitung der Endenbegje zu rechnen (Stadt al., 2009).
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang zum e@iematsache, dass nithlebotomus
perniciosus schon ein potenzieller Vektor in Stiddeutschlanchanden ist (Naucket al.,
2008) und zum anderen dass sich in der Bundesiigpnieits ein Fall einer VL ohne ent-
sprechende Reise- oder Transfusionsanamnese dreajr{ogdan, 2000).

Neben der vektoriellen Ubertragung durch die Sarukeii sind bei einigen Leishmania-
Stammen Infektionen auch durch kontaminierte Tizsiehen (Deyet al., 2006, Singtet al.,
1996) und Kantulen beim i.v.-Drogenabusus (Ceual., 2002), beim Geschlechtsverkehr
(Symmers, 1960) sowie kongenital, bei Infektion lleitter, mdglich (Meinecket al., 1999).



Viszerale Leishmaniasis

Kutane / Mukokutane Leishmaniasis

Abb. 2: Verbreitung der viszeralen und kutanen/mukokutabeishmaniasis (modifiziert
nach http://www.wehi.edu.au/research/divisiondétié/handman/leishmaniasis.html)

1.2.3. Diagnostik und Therapie

Die Leishmaniasis muss von anderen Erkrankungergrbgzt werden, die &hnliche Symp-
tome hervorrufen, beziehungsweise ebenfalls imisobpsubtropischen Raum vorkommen.
Differenzialdiagnostisch sind von der kutanen Lmeiahiasis unter anderem die Lepra,
Hauttuberkulose, atypische Mykobakteriosen, eirhigkia und das spinozellulare Karzinom
zu unterscheiden. Von der viszeralen Leishmaniiaig Malaria, Typhus, Tuberkulose und
Schistosomiasis abzugrenzen.
Besonders bewahrt hat sich in der Diagnostik désHmeaniasis der direkte mikroskopische
Nachweis von Leishmanien zum Beispiel in Abstriégaraten vom Ulkusrand bei der CL,
beziehungsweise in Nadelaspiraten aus Lymphkndtéa, oder Knochenmark bei der VL
(Agrawal et al., 2005, Herwaldt, 1999). Der Erregernachweis idthoher Sensitivitat auch
Uber eine Biopsie erreichbar, die ausreichend NMatercht allein fur die Mikroskopie, son-
dern ebenso fir eine PCR oder Kultur liefert. Hmgesche Préaparate kbnnen dartber hinaus
immunhistologisch ausgewertet werden (von Stebw., 2007). Da gelegentlich nur sehr
wenige Parasiten im Biopsat zu erkennen, bezielwgige damit leicht zu Ubersehen sind,
stellt ergénzend die PCR ein hochsensitives Vegfalzum Nachweis des Parasiten dar und
5



ermdoglicht zudem eine Speziesbestimmung (SinghgXDiese ist vor dem Hintergrund
einer optimalen Pharmakotherapie grundsatzlich stnloen (von Stebuet al., 2007,
Reithingeret al., 2007, Minodieret al., 2007). Mit dem Montenegro-Hauttest steht ein dem
Mendel-Mantoux-Test entsprechendes Diagnostikurareil. zur Verfiigung, welches aller-
dings in Deutschland nicht verfigbar ist (Weigteal., 1991). Immunologische Verfahren,
die dem Nachweis von Leishmanien-spezifischen Angkrn oder Antigenen dienen, zeich-
nen sich mittlerweile durch eine hohe Spezifitétl Bensitivitat aus (Chappues al., 2006,
Singh, 2006).

Die Entscheidung flr oder gegen eine systemisokEebungsweise lokale Therapie ist ab-
hangig von der Form und Schwere der Leishmaniagisder verursachenden Spezies. Ange-
sichts der meist raschen Spontanheilung einer GleimAlten Welt kann hier ein abwartendes
Vorgehen gerechtfertigt sein, zumal es dadurchEniwicklung einer dauerhaften Immunitat
kommt (Hepburn, 2003). Bei komplexen Verlaufen méhr als drei Lasionen, einem Ulkus-
durchmesser groRer als vier Zentimeter, einer lisd@bn an kosmetisch oder funktionell
relevanten Hautpartien wie Gesicht oder Gelenkreggipdem Vorliegen einer Lymphangitis
oder -adenitis, bei refraktarem Verlauf, sowie Ioéektionen durch Leishmanien des Subge-
nus Viannia oder der ArtL. amazonensis ist eine systemische Therapie indiziert. Andere
Formen einer CL konnen lokal behandelt werden. @sétzlich systemisch sollte hingegen
die Therapie jeder VL, MCL sowie jeder diffusen moerfolgen (Boeckeret al., 2009,
AWMF online, 2006).

Entsprechend den Leitlinien der Arbeitsgemeinsctaft Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften (AWMF) von 2006 stellt liposasaAmphotericin B das Mittel der
Wabhl zur Therapie einer VL dar. Alternativ kann &diftefosin oder pentavalentes Antimon
ausgewichen werden (AWMF online, 2006). Im Falleei€L und MCL stehen in Deutsch-
land, abhéngig von Erreger und Komplexitat der Ktiéa, topische und systemische Thera-
peutika zur Verfigung: Lokal finden Paromomycinwértiges Antimon, Imiquimod sowie
die Thermo-, Kryo- und Photodynamische Therapie &mdung. Systemisch kann mit penta-
valenten Antimonaten, Pentamidin, Miltefosin, véiisdenen Azolen, liposomalem Ampho-
tericin B, Allopurinol und Pentoxifyllinen behantelerden (Boeckeret al., 2009). Ein
Problem stellt die zunehmende Resistenz der Errgggen Antimon und die mdgliche
Entwicklung weiterer Resistenzen dar (Cetfél., 2006).



1.3. Grundlagen der Immunantwort gegen die Leishmaniasis

1.3.1. Initiale Abwehrleistungen gegen den Parasiteh. major

Nach der Inokulation durch den Stich einer Sandraiigkd ein Grol3teil der Promastigoten
durch leishmanizide Bestandteile im humanen Semamallem die Komplementkaskade mit
Ausbildung des Membranangriffkomplexes (membrandackt complex), abgetotet
(Dominguezet al., 2003, van Zandbergeat al., 2004). Spezielle Strukturen auf der Para-
sitenoberflache flihren aber gerade auch zu einstérkten Opsonierung durch die Komple-
mentfaktoren C3bi, C3b und spéter IgG und erlerchtadurch auch die Phagozytose durch
ortsstandige Makrophagen, die den KomplementrezepR3 (CD11b/CD18) exprimieren
(Mosseret al., 1997, Brittingharret al., 1995). Phagozytose ist ein Prozess, bei demalpezi
sierte Zellen, so genannte Phagozyten, Pathogeekgeldris oder andere korpuskulare
Bestandteile aufnehmen. Derart phagozytierte Ratikden sich innerhalb von Phagosomen
wieder, die mit Lysosomen zu Phagolysosomen fusieni Hierin wandeln sich die
Leishmanien in den Makrophagen in ihre amastigobemFum und kdnnen Uberleben
(Bogdanet al.,, 1999). Die Makrophagen werden durch die Aufnahmee Leishmanien
aktiviert und setzen chemotaktische Faktoren wiePMC(monocyte chemotactic protein-1)
frei, die weitere Makrophagen anlocken und diesérer leishmaniziden Wirkung verstarken
(Ritteret al., 2007, Ritteret al., 2000).

Dendritische Zellen (DCs) nehmen ebenfalls Leishergnbeziehungsweise Leishmanien-
antigen auf. Als professionell antigenprasentieeeiellen sind DCs in der Lage, zu den drai-
nierenden Lymphknoten zu wandern — ein Prozessgduleh TNF verstarkt wird — und dort
Uber die immunologische Synapse Leishmanien-sgehiéi T-Zellen zu aktivieren (Martin-
Fontecha et al., 2003). Derart aktiviettemajor-spezifische CD4T-Zellen proliferieren und
wandern ihrerseits an die Infektionsstelle, um ddyér IFNy infizierte Makrophagen zu
stimulieren (Ritteret al., 2007). IFNy fluhrt zur Aktivierung der induzierbaren NO-Syntbas
(INOS) (Kamijoet al., 1993, Liewet al., 1990), welche die Makrophagen dazu befahigt, die
intrazellularen Parasiten abzutdten (Bogedaal., 2000, Diefenbacht al., 1998, Louist al.,
1998). Die Aktivierung der iINOS ist abhangig vorNHe, sowie IFNg (Diefenbachet al.,
1998) und es konnte gezeigt werden, dass Mausksnan das TNF-Gen ausgenockt wurde,
hochempfindlich gegentber Leishmanien sind und disgeminierende Infektion entwickeln
(Ritter et al., 2007, Wilhelmet al., 2001). Reaktive Stickstoffmetabolite wie NO, alsch
reaktive Sauerstoffmetabolite wie,Ostellen damit in der experimentellen kutanen und
viszeralen Leishmaniasis Schllusselmolekiile fir ear®lgreiche Abwehr gegen den
Parasiten dar (Liess al., 2008).



Myeloide dendritische Zellen (mDCs) bilden nach kdw mitL. major IL-12 (Schleichelet
al., 2007), welches zusétzlich die Bildung von IfFNérdert und NK-Zellen sowie CD8
zytotoxische T-Zellen aktiviert (Trinchieri, 20083owohl NK-Zellen, wie auch zytotoxische
T-Zellen kdnnen effektiv infizierte Wirtszellen ungtishmanien abtéten und nehmen damit
eine ebenso bedeutsame Rolle in der erfolgreiameminabwehr ein (Liesa al., 2008).
Allerdings haben Leishmanien zahlreiche Schutzm@sh@&n vor der Immunabwehr ihres
Wirts entwickelt. So stehen ihnen Mdglichkeiten ¥arfiigung, die Aktivierung von poten-
ziellen Wirtszellen zu verhindern, beziehungswealseen Abwehrfunktionen zu inhibieren,
die Ausschittung von Zytokinen aus infizierten elzu modifizieren, sowie durch Stérung
der Sekretion verschiedener mikrobizider Enzymeandllular zu tberleben und sogar zu
proliferieren (Kima, 2007, el-Od al., 1990, al Tuwalijret al., 1990).

1.3.2. Die Rolle der Neutrophilen

Die Rolle der Neutrophilen im Rahmen der Leishmaimfektion wird indes kontrovers
diskutiert. Sie stellen die erste Leukozytenpopoiatiar, die die Inokulationsstelle erreicht
(Muller et al., 2001), und ihnen stehen nach einer Opsonin-viatteih Phagozytose der Para-
siten mit mikrobiziden Enzymen wie der NADPH-OxidagNikotinsaureamidadenindi-
nukleotidphosphat-Oxidase) oder der MyeloperoxidaseElektronenpumpen und reaktiven
Sauerstoffverbindungen (reactive oxygen speciesS)R&hlreiche Mdoglichkeiten zur Ver-
fugung, diese abzutéten (Segal, 2005, Nathan, 2@)63onine stellen dabei Serumbestand-
teile dar, die sowohl an Mikroorganismen als autlspezifische Rezeptoren auf Leukozyten
binden und die Phagozytose erleichtern. Beispigdin sind das C3b- und C3bi-Fragment
des Komplementsystems, Antikoérper, aber auch Matinahendes Lektin (Kuhlmast al.,
1989, Laufset al., 2002). Mit der neutrophilen Elastase (NE) besitdee Neutrophilen ein
weiteres Enzym, welches lber TLR 4 (Toll-like retoept) der Aktivierung infizierter Makro-
phagen dient und damit eine wichtige Rolle in dewa&hr vonL. major einnimmt (Ribeiro-
Gomeset al., 2007, Ribeiro-Gomest al., 2004). Nach einer Opsonin-unabhangigen Internali-
sierung Uberlebt hingegen ein Grol3teil der Leishemamnerhalb der Neutrophilen, die dann
als Wirtszellen fungieren (Laués al., 2002).

Um der Elimination durch Phagozyten zu entgeherehatie Parasiten einige geschickte
Strategien entwickelt. So gelangen bei der Infekiasammen mit lebendigen Leishmanien
auch apoptotische Promastigote in den Wirt, dialaef Oberflache Phosphatidylserin tragen.

Dieses kommt physiologischerweise auf apoptotischWemtszellen vor und aktiviert
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Phagozyten unter Blockierung derer Abwehrmechamsdwech eine verstarkte Freisetzung
von TGF$ und IL-10, sowie einer Hemmung des proinflammatdren TNF (van
Zandbergenet al., 2006, Voll et al., 1997). Auf diese Weise gelangen auch lebendige
Leishmanien per Phagozytose und unter Umgehundgodéeschen Abwehrmechanismen in
die Neutrophilen, in denen sie jedoch nicht prokfieen kdnnen. Jene werden, nachdem auch
sie ihrerseits in Apoptose gegangen sind, von Matkagen aufgenommen (Meagletral.,
1992, Savillet al., 1989), was den Leishmanien in den apoptotischeuatridphilen einen
unbemerkten Zugang auch in diejenigen Zellen et]anldenen sie sich vermehren kdénnen.
Die Schlussfolgerung, dass die Parasiten die Nghilen ausnutzen um verborgen die
Makrophagen zu erreichen, wird als ,Hypothese degahischen Pferds* bezeichnet (van
Zandbergert al., 2004, Laskayt al., 2003).

Peterset al. konnten kiirzlich tGber eine vivo-Bildgebung bestétigen, dass Neutrophile rasch
an der Einstichstelle der Sandmucke akkumulieredh omit Leishmanien infiziert werden
ohne dabei abzusterben (Peteral., 2008). Nach 6 bis 7 Tagen kdnnen die Parasiten da
vorwiegend in CD11bMakrophagen detektiert werden. Allerdings befindah die Leish-
manien zum Zeitpunkt der Phagozytose durch die bfakagen nicht mehr innerhalb der
Neutrophilen, sondern sie verlassen sie kurz z{eterset al., 2008). Die Vorstellung ist,
dass die apoptotischen Neutrophilen eine Aktivigrdar Makrophagen verhindern und somit
den unbemerkten Eintritt auch der extrazellulararaiten in ihre Wirtszellen ermdglichen.
In Anlehnung an die ,trojan horse“-Theorie bezeithman diesen Vorgang als ,trojan
rabbit*-Transfer (Ritteet al., 2009).

Vor diesem Hintergrund ist es bemerkenswert, dassrandereni. major durch die Pro-
duktion eined_eishmania chemotactic factor (LCF) Neutrophile gezielt ae thokulations-
stelle lockt (van Zandbergeet al., 2002). Gleichzeitig hemmt LCF die Freisetzung des
Proteins IP-10, welches NK-Zellen aktivieren kaNiK-Zellen wiederum kdnnten Leishma-
nien effizient abtoten. Ferner wird eine Wechsdtwng von LCF mit dem Lipoxin A4 Re-
zeptor (ALX) beschrieben, woraus eine verstéarktgenmerkte Aufnahme von Leishmanien in
Neutrophile, eine Inhibierung der neutrophilen Abweechanismen (Godsat al., 2000)
sowie eine hohere Uberlebensrate intrazellulareaditan resultiert (Wenzedt al., 2009).
Auch der Speichel des Vektors kann durch seinenalBedn Antikoagulanzien und
Vasodilatatoren die Zusammensetzung des Zelliaféds verandern, wobei gezeigt werden
konnte, dass der Speichel vamtzomyia longipalpis in BALB/c-Mausen Neutrophile,
Eosinophile sowie Makrophagen anlocken kann, rabler in C57BL/6-Tieren (Teixeirt al.,

2005). Ebenso auffallend ist in diesem Zusammenhatags die von Neutrophilen



phagozytierteh.. major die Apoptose ihrer Wirtszellen um etwa 24 Stunderzégern, damit
diese dann von den verstarkt nach ein bis zwei Ta&gevandernden Makrophagen phago-
zytiert werden kénnen (van Zandbergal., 2004, Ageet al., 2002). Das auf der Oberflache
der apoptotischen Zellen erscheinende Phosphatiitylsemmt dabei die toxischen Abwehr-
mechanismen der Makrophagen. Und schliel3lich komyetzeigt werden, dass nach der
Passage durch eine phagozytare Vakuole in den dpdulken die Leishmanien effizienter
weitere PMNs (polymorphkernige Leukozyten) und Mgiragen infizieren konnen (Best

al., 2000).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass maidnakulation der Leishmanien verstarkt
und gezielt Neutrophile angelockt werden, in dieigg der Parasiten eindringen kénnen,
ohne dabei deren toxische Abwehrmechanismen zierei. Die Apoptose der infizierten
Neutrophilen wird um etwa einen Tag verzogert, lbedie Leishmanien den Intra-
zellularraum wieder verlassen und in die eingetmodh Makrophagen eindringen. Deren Ab-
wehrmechanismen werden durch das Vorhandenseimam@ptotischen Neutrophilen ge-
hemmt, was den Parasiten einen sicheren ZugamgeZielzellpopulation ermdglicht.
Einerseits sind die Neutrophilen also in der Ladizient Mikroorganismen abzuttten,
andererseits kbnnen sie als Hilfsmittel fur eingribamerkten Zutritt in die Makrophagen
missbraucht werden (Bogdahal., 1998). Welche der beiden Rollen nun die aussgelagn-
de ist, lieRe sich durch Depletionsexperimenteekiabei denen die Granulozyten spezifisch
ausgeschaltet werden. Das Problem solcher Versliebe in dem Auftreten von uner-
wunschten Nebeneffekten. So richtet sich der hawdigvendete Antikorper RB6-8C5 gegen
das Antigen Gr-1 und bindet somit sowohl an den rlimhenmarker Ly-6G, der von
neutrophilen Granulozyten exprimiert wird, als awuoh Ly-6C, welcher auf Neutrophilen,
dendritischen Zellen sowie verschiedenen Lymphaoeyted Monozyten vorkommt (Dales

al., 2008). Es werden folglich verschiedene Zellspehieeinflusst. Dalegt al. empfehlen
daher die Verwendung eines anderen Antikorpers,, I#&cher sich ausschlief3lich gegen
Ly-6G und damit gegen Neutrophile richtet (Daétwl., 2008).

Davon abgesehen zeigen sich in derartigen Depbaigerimenten eine verminderte Para-
sitenlast in BALB/c- und eine verstarkte InfektionC57BL/6-Mausen (Ribeiro-Gomesal.,
2004, Tacchini-Cottieet al., 2000), was auf eine unterschiedliche BedeuturrgNsitro-
philen in den beiden Mausstdmmen hinweist. Im Fulga sollen daher die Charakteristika
und Unterschiede der beiden Mausstdmme hinsichtirelm Immunreaktion auf den Parasiten

L. major ndher betrachtet werden.
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1.4. Bedeutung der Mausstamme BALB/c und C57BL/6 flr die

experimentelle Leishmaniasis

Der Verlauf einer Infektion mit Leishmanien hangtht nur vom Leishmanien-, sondern
auch vom Mausstamm ab (Rittgral., 2004, Sackst al., 2002). Wahrend die subkutane In-
fektion von C57BL/6-Tieren, wie auch der meistederen Mausstamme, zu einer selbstlimi-
tierten kutanen Leishmaniasis fihrt, die nach dddghen ausheilt, endet eine analoge Infek-
tion von BALB/c-M&usen in einer progredienten, sysischen und nach etwa 30 bis 40 Wo-
chen letal endenden Leishmaniasis (Saeksl., 2002, Beilet al., 1992). Die beiden
Mausstamme werden daher in der experimentellenhhesiasis als Referenz fir eine
unkomplizierte, da selbstheilende Erkrankung imlg~aler schwarzen C57BL/6-Tiere,
beziehungsweise bei den weilen BALB/c-Mausen file éiomplizierte Form, wie es die
DCL oder VL sind, herangezogen (Saekal., 2002).

Ein immunologischer Unterschied, der fur die urglei Suszeptibilitdt gegen den Parasiten
L. major und den ungleichen Krankheitsverlauf mitverantiiartist, besteht dabei in der
Aktivierung verschiedener Subtypen von T-Helferi&el Als Reaktion auf die Infektion mit
dem Parasiterh.. major reagiert das Immunsystem von C57BL/6-M&ausen, ggrt unter
anderem durch IL-12, mit der Aktivierung von CD#41-Zellen, die dann IFN-und IL-2
produzieren (Heinzedt al., 1991). Uber IFN¢ aus den CD4Ty1-Zellen, aber auch aus CD8
zytotoxischen T-Zellen, kdnnen, im Zusammenspi¢l ThIF, Makrophagen aktiviert werden
(von Stebutet al., 2004, Bogdaret al., 1990, Liewet al., 1990). Derart aktivierte Makro-
phagen sind in der Lage, vor allem leishmanizidekStoffmetabolite wie NO zu produzieren
und intrazellulare Parasiten abzutéten (Bogetah., 2000).

Suszeptible BALB/c-Mause hingegen entwickeln einel labhangige g2-Antwort, welche
die Entstehung IFN-produzierender J1-Zellen, sowie die Makrophagenfunktion hemmt
(von Stebutt al., 2004, Launoigt al., 1997). Die aktivierten CD4T42-Zellen zeichnen sich
durch die Bildung von IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 auHeinzelet al., 1991). IL-10 ist ein
Inhibitor der Makrophagenfunktion, unter anderenrcdiuHemmung der INOS (Bogdan,
2008), wahrend IL-4 die Bildung von IgE in humanéymphozyten induziert und
andererseits die Produktion von IFNierabsetzt (Vercellet al., 1990). Interessanterweise
legen weitere Untersuchungen nahe, dass sichlibéiabeiden Mausstammen eingZF
Antwort entwickelt, welche bei den BALB/c-Tieren rpistiert und bei den resistenten
C57BL/6-Mausen in eine effektiveyI-Antwort gewandelt wird (Sacles al., 2002).

Die Versuche von Heinzek al. haben IFNy und IL-4 als die fur den unterschiedlichen
Krankheitsverlauf entscheidenden Zytokine idensfiz(Heinzelet al., 1989). So kann durch
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den Einsatz von neutralisierenden monoklonalen kénpern gegen IL-4 der Krankheits-
verlauf in BALB/c-Tieren hinsichtlich Grol3e und W@lation der Inokulationsstelle, sowie
bezuglich der Parasitenlast im Gewebe deutlich middert werden, wahrend die Inaktivie-
rung von IFNy mittels Antikdrper in C57BL/6-Mausen zu einer [R&Bsnierung der
Leishmanien in die regionalen Lymphknoten, Milz ureber und damit zu einer Verschlim-
merung des Infektionsgeschehens fuhrt (Belosewval., 1989, Heinzekt al., 1989). Aber
auch IL-12, welches die Proliferation vonIFZellen und die Bildung von IFM-anstoft,
nimmt eine zentrale Stellung ein. So fihrt die Behang von BALB/c-Mausen mit IL-12 zu
einer Resistenz gegen Leishmanien (Sygiek., 1993, Heinzeét al., 1993, Otaet al., 2008),
wahrend der Einsatz von anti-IL-12 Antikdrpern auoéi resistenten Mausen zu einer
Exazerbation der Infektion fuhrt (Heinzetlal., 1995). Ebenso kann durch eine Suppression
von T-Lymphozyten in infizierten BALB/c-Mausen nats Cyclosporin A die lokale Parasi-
tenlast signifikant reduziert werden (Solbatlal., 1986).

Es bestehen aber weitere Differenzen im Immungésehbeider Mausstamme. So zeigen die
Untersuchungen von Bedt al. Unterschiede in der Zusammensetzung des Zeiatils an
der Inokulationsstelle, die durch eine ungleichg@regsion endothelialer Adhasionsmolekiile
erklart wird (Beil et al., 1992). Wahrend bei den BALB/c-Tieren fast augech poly-
morphkernige Leukozyten (PMNs) einwandern, die rdiehsten 12 Tage die dominierende
Zellpopulation bleiben, besteht bei den C57BL/6-BEmu ein buntes Bild aus PMNSs,
Monozyten, Makrophagen und Eosinophilen. Zudemheist die Inokulationsstelle bei den
resistenten C57BL/6 lichtmikroskopisch organisiettad weniger diffus. Ebenso lassen sich
Differenzen im peripheren Blutbild detektieren, n@tner signifikanten Zunahme von
monozytaren und granulozytaren Vorlauferzellen ém ALB/c-Tieren nach der Infektion
(Mirkovich et al., 1986). AuRerdem unterscheiden sich die Neutrephitler beiden
Mausstamme hinsichtlich ihrer Aktivitat. So proderein Neutrophile aus C57BL/6 grol3ere
Mengen an NE, welches, wie unter 1.3.2. erwahnt Adtéivierung von Makrophagen dient,
als solche aus BALB/c (Ribeiro-Gometsal., 2004).

Insgesamt betrachtet verschiebt sich das Verha#ings Replikation und Elimination von
L. major durch Makrophagen bei den schwarzen C57BL/6-Tiemamehmend in Richtung
Elimination und damit Ausheilung, bei den BALB/c-M&en hingegen hin zur Replikation
der Parasiten (Bedt al., 1992).

All diese Befunde verdeutlichen, dass das Immuesyster BALB/c-Tiere im Gegensatz zu
dem der C57BL/6-Mause einer Leishmanieninfektiahtivirkungsvoll begegnen kann. Mit

IL-4 beziehungsweise IL-12 und IFNhat man einige Schlisselzytokine ausfindig gemacht
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deren Modifikation zu einer Verschlechterung beargfsweise Verbesserung der Immunab-
wehr gegen den Parasiten fuhrt. Durch ein genawéeestandnis der urséchlichen Unter-
schiede im murinen Modell kénnten in Zukunft neusempieansatze zur Behandlung der
Leishmaniasis auch beim Menschen gewonnen werdenn auch im humanen System
spielen die verschiedenen T-Helfer-Zellpopulatioreene prognostisch bedeutsame Rolle.
Lymphozyten, die aus Patienten mit einer CL gewanmerden, reagieren auf eine Stimulati-
on mit Leishmanien-Antigen mit der Produktion vdfN}y, solche, die aus Patienten mit
einer VL isoliert werden, hingegen mit der Bilduagn IL-4 und IFNy (Kharazmiet al.,
1999). Das spricht dafir, dass bei Patienten merai komplizierteren Verlauf einer Leish-
maniasis auch eher eineyZFAntwort vermutet werden kann. In Patienten mibeei
unkomplizierten CL dominieren dagegepl¥Zellen. Ob und inwiefern eine Behandlung der
Patienten beispielsweise mit IFNader gar ein Eingriff in die Differenzierung vonHelfer-

zellen einen mdglichen therapeutischen Ansatzpdaisgtellen bleibt zu klaren.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Die Rolle der neutrophilen Granulozyten im Rahmen ldhmunabwehr gegen den Parasiten
L. major wird kontrovers diskutiert. Einerseits steht ihneim beachtliches Arsenal an
toxischen Metaboliten zur Verfigung, um in den @igaus eindringende Pathogene zu neu-
tralisieren. Andererseits weisen zahlreiche Studierauf hin, dass Leishmanien diese Ab-
wehrmechanismen unterwandern und Neutrophile aits¥éllen ausnutzen kdnnen (Petgrs
al., 2009, Laskayet al., 2003). BALB/c- und C57BL/6-Mause unterscheidechsin ihrer
Suszeptibilitat gegen den Parasitermajor. Wie bereits beschrieben, liegt das unter anderem
an der Ausschuttung von IL-4 in BALB/c-Tieren. Diggrt zu einer T;2-Immunantwort und
hemmt somit die Bildung von CD4Ty1-Zellen als auch die Aktivierung von Makrophagen,
die fur die erfolgreiche Rekonvaleszenz entscheid@nd. Nach derzeitigem Kenntnisstand
ist es aber durchaus auch maglich, dass sich digrdyshilen von suszeptiblen BALB/c- und
resistenten C57BL/6-Mausstammen unterscheidene(Rittal., 2009). Die vorliegende Ar-
beit hatte daher zum Ziel, die unterschiedlicheldRdér Neutrophilen in der experimentellen
Leishmaniasis vor dem Hintergrund der genetischeseé&ptibilitat der beiden Mausstamme
BALB/c und C57BL/6 néher zu beleuchten. FolgendagEstellungen standen hierbei im
Vordergrund:
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1. Unterscheiden sich BALB/c- und C57BL/6-Mé&use hihdich der Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten an den Infektionsort adeden drainierenden poplitealen
Lymphknoten?

2. Zeigen sich bei der Konfrontation der Neutrophifeit L. major Unterschiede in der
Infektionskinetik und dem Apoptoseverhalten?

3. Enthalten die Neutrophilen beider Mausstdmme arkulaionsort des Parasiten, am
lokal drainierenden, poplitealen Lymphknoten oderder Milz intrazellular die

gleiche Menge ah. major?
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2. Material

2.1. Laborgerate

FACS-Geréate (alle BD Biosciences, Deutschland):
-  FACSAria Il Flow Cytometer
- FACSCalibur Flow Cytometer
- LSRII
Fotoapparatur: Gene Genius BiolmagingSystem (Sydeynoptics Ltd, Grol3britannien)
Inkubatoren:
- Gasboy C40 (Labotect, Deutschland)
- NU-4750E (INTEGRA Biosciences, Deutschland)
Mikroskope: Axiostar plus und Axiostar Imager.MEflte Zeiss, Deutschland)
pH-Meter: InoLab pH Level 1 (InoLab, Deutschland)
Photometer: eppendorf BioPhotometer (eppendorfidaaiand)
Pipetten:
- Eppendorf Research 0,5 - 10 ul (eppendorf, Deuaschl
- Finnpipette 100 - 1000 pul und 10 - 100 ul (Therrecton Corporation, Deutschland)
Pipettierhelfer: accu-jet pro (BRAND, Deutschland)
Real Time — PCR Geréat: Multicolor Real-Time PCR datibn System iQ5 (Bio-Rad
Laboratories, Deutschland)
Sterile Arbeitsbank Herasafe (Thermo Fisher Sdientic., Deutschland)
Thermoschuttler TS-100 (Hartenstein, Deutschland)
Trocken-Blockthermostat Bio TDB-100 (Hartensteiubschland)
Vortexer (IKA, Deutschland)
Waage PJ400 (Mettler-Toledo, Deutschland)
Wasserbad TW12 (Julabo, Deutschland)
Zahlkammer Neubauer und Neubauer improved
Zentrifugen:
- Centrifuge 5810R und rf Centrifuge 5417R (beideesplorf, Deutschland)
- Spectrafuge Mini Centrifuge (Labnet, Deutschland)

2.2. Glas- und Plastikwaren

96 Well PCR Plate, Semi-Skirted (PeqlLab, Deutsal)lan
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- Abdeckfolie fur Real Time — PCR: Microseal B AdhesBealer (Bio-Rad Laboratories,
Deutschland)

- BD Falcon Cell Strainers, 70 um (BD BiosciencesAUS

- BD Multiwell 6 Well und 24 Well (BD Biosciences, Dischland)

-  FACS-Probengefal3: Rohre 5 ml (Sarstedt, Deutschland

- Filter Minisart, 0,8 um (Sartorius, Deutschland)

- Kanilen: BD Microlance 22 G und 27 G (BD Medicagubschland)

- Objekttrager (engelbrecht, Deutschland)

- Petrischalen: Easy Grip Tissue Culture Dish (BOcé@a) Deutschland)

- Pipettenspitzen gestopft: UNITIPS (ABIMED, Deutseid), ungestopft (Sarstedt, Deutschland)

- Reaktionsgefal3e 1,5 ml und 2 ml (eppendorf, Deldaadh

- Ro6hre 15 ml und 50 ml (Sarstedt, Deutschland)

- Spritzen: BD Discardit 2 ml, 5 ml und 10 ml (BD Meal, Deutschland)

- UV-Kuvette mikro (BRAND, Deutschland)

2.3. Mausstamme

- BALBI/c
- C57BL/6

Janvier, Frankreich

2.4. Leishmanienstamm
- L. major, Stamm MHOM/IL/81/FE/BNI

2.5. Kulturmedien und Zusatze

- Fetales Kalberserum / FKS (PAN-Biotech, Deutschland

- Penicillin/Streptomycin-Lésung mit 10.000 U Perinil/ ml und 10 mg Streptomycin /
ml (PAN-Biotech, Deutschland)

- RPMI 1640 mit L-Glutamin und 2,0 g/l NaHCO3 (PANeBech, Deutschland)

- Zellkulturmedium: RPMI 1640 + 10 % FKS + 1 % PelticiStreptomycin
+ 25 pMp-Mercaptoethanol

- B-Mercaptoethanol (PAN-Biotech, Deutschland)
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2.6. Antikorper und Farbstoffe

- Annexin V — Cy5 (BD Biosciences Pharmingen, Deutsuth)
- Antikorper:

Gr-1 — APC, 1:500, Klon RB6-8C5 (BD Biosciences fitiagen, Deutschland)
Gr-1 - FITC, 1:150, Klon RB6-8C5 (BD BiosciencesaRhingen, Deutschland)
CD11b — APC, 1:800, Klon M1/70 (eBioscience, USA)

CD11b - FITC, 1:200, Klon M1/70.15 (AbD Serotec uixhland)

CD11b - PE, 1:200, Klon M1/70 (BD Biosciences Phagan, Deutschland)
Ly-6G — PE, 1:200, Klon 1A8 (BD Biosciences Phargan, Deutschland)
Ly-6C — Biotin, 1:400, Klon AL-21 (BD Bioscienceh&mingen, Deutschland)
Streptavidin — PerCP, 1:200 (BD Biosciences PhagamnDeutschland)

B220 — PE, 1:200, Klon RA3-6B2 (BD Biosciences magen, Deutschland)
CD4 - Pacific Blue, 1:1000, Klon RM4-5 (BD Biosct&s Pharmingen, Deutschland)
CD8 - FITC, 1:50, Klon 53-6.7 (BD Biosciences Phiaugen, Deutschland)

- DAPI-Farbelésung, 10 pg/ml (Sigma-Aldrich, Deutscid)

- Giemsa-Farbelésung: 0,4 % (w/v) Giemsa-Losung (Sigidrich, Deutschland) 1:10
verdunnt in HO

- Ladepuffer, Standard fur Gelelektrophorese Lad(¢esv England BioLabs, Deutschland)

- Trypanblaulésung: 0,16 g Trypanblau (Sigma-Aldridkutschland) in 200 ml 0,9 % NaCl

2.7. Chemikalien und Biochemikalien

- Agarose (USB Corporation, USA)

- Bovines Serumalbumin / BSA (Sigma-Aldrich, Deutseid)
- Cell Lysis Solution (QIAGEN, Deutschland)

- Cohn Il (Sigma-Aldrich, Deutschland)

- Cytofix/Cytoperm-L6sung (BD Biosciences, Deutschljan
- EDTA (Sigma-Aldrich, Deutschland)

- Ethanol (Mallinckrodt, Holland)

- Formaldehyd (Sigma-Aldrich, Deutschland)

- Glykogen (Sigma-Aldrich, Deutschland)

- H.0 (Promega, Deutschland)

- Isopropanol (Merck, Deutschland)

- Kollagenase (Roche, Deutschland)
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MasterMix, 2x:

- Applied Biosystems Inc, Deutschland

- Bio-Rad Laboratories, Deutschland

- Eurogentec, Deutschland

- Thermo Electron Corporation, Deutschland
Mucocit-Losung (Merz, Deutschland)
Protein Precipitation Solution (QIAGEN, Deutschliand
Proteinase K (PeqLab, Deutschland)
Trypsin (PAA Laboratories, Osterreich)

2.8. Puffer und Lésungen

ACK-Puffer: 8,29 g NHCI + 1 g KHCQ + 37,2 mg NgEDTA + 800 ml HO,
eingestellt auf einen pH-Wert von 7,2 - 7,4 und Emdvolumen von 1000 ml (alle
enthaltenen Chemikalien von Merck, Deutschland)

Annexin V — Puffer: 0,82 g NaCl + 0,238 g HepesO+ml Millipore-H,O, eingestellt
auf einen pH-Wert von 7,4 mit NaOH und ein Endvadumvon 100 ml mit Millipore-
H,O (alle enthaltenen Chemikalien von Sigma-Aldridkeutschland)

Brewer Thioglycollat-Medium (Sigma-Aldrich, Deutdahd)

Dulbecco’s PBS / DPBS (PAA Laboratories, Osterrgich

FACS-Puffer: DPBS + 1 % FKS

Fixierlosung: DPBS + 2 % FKS + 2 % Formaldehyd

Hanks Balanced Salt Solution (PAA Laboratories g@stch)

Latex beads — L6ésung, Durchmesser 6,4 um (SigmeaehldDeutschland)
Caseinhydrolysat: enzymatisch verdautes Caseir626,05igma-Aldrich, Deutschland)
MACS-Puffer: DPBS + 1 % BSA + 2 mM EDTA

Perm/Wash Buffer (BD Biosciences, Deutschland)

2.9. Software

CellQuest Pro (BD Biosciences, USA)
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., USA)
Microsoft Excel, Microsoft Word (Microsoft, Deutsiand)
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3. Methoden

3.1. Préaparation der Leishmanien und Infektion der Mause

Die promastigoten Leishmanien wurden in 96 wellt8§arplatten (Herstellung nach Solbach
et al., 1986) kultiviert und in einem Inkubator konstéi 28°C und 5 % C@Oaufbewabhrt.
Zur Aufrechterhaltung der Virulenz erfolgte im mdéicen Abstand eine Passage durch eine
BALB/c-Maus. Nach Aufnahme der Leishmanien mitteilser Pipette wurden diese dreimal
mit DPBS (PAA Laboratories, Osterreich) gewascHei® Bestimmung der Parasitenzahl
erfolgte in einer Neubauer improved Zahlkammer namtheriger Inkubation fir 10 min in
Fixierlosung und anschlieRender Farbung mittelspdmplauldsung. Gezahlt wurden dabei
nur ungefarbte, spindelférmige Leishmanien mit tdahem Flagellum. Die Infektion der
Méause erfolgte durch eine Injektion vorl® Leishmanien subkutan in die Hinterpfote,
entsprechend 30 pl einer dreimal mit DPBS gewasheeishmaniensuspension mit
1-1¢° Leishmanien pro ml DPBS. Zur Fluoreszenzmarkierutgy Parasiten wurden
1-10" Leishmanien in 1 ml einer 1 pM CFSE-Farbeldsumyifiogen, Deutschland) resus-
pendiert, fur 10 min bei 37°C unter mehrmaligemelieren inkubiert und anschlieRend
dreimal mit DPBS / 5 % FKS (FKS bezogen von PANiBal, Deutschland) gewaschen.
Infektioser Flussigabfall wurde Uber Nacht in e@&sflasche mit Mucocitlosung (Merz,
Deutschland) der Endkonzentration 1,5 bis 2 % gegeHartabfall bei 121°C autoklaviert.

3.2. Zellgewinnung aus Gewebe und Peritoneum

Fur die Zellisolierung aus den Hinterpfoten wurdtie FufRe knapp oberhalb des oberen
Sprunggelenks abgeschnitten und, nach VerwerfeZeleen, mit Hilfe einer Schere in 1 ml
HBSS (PAA Laboratories, Osterreich) grob zerklginsiach der Zugabe von Kollagenase D
der Endkonzentration 1 mg/ml (Roche, Deutschlaaliji¢ ein Verdau bei 37°C im Schdttler,
der nach 30 min durch das Zufigen einer EDTA-LOsdeg Endkonzentration 50 mM
(Sigma-Aldrich, Deutschland) und einer weiteren ulp&tion fir 10 min bei 37°C im
Schiittler beendet wurde. Im Anschluss an das Ubesfiidurch ein Stahlsieb erfolgte ein
Waschen der Zellen mit DPBS / 1 % FKS.

Zellen aus dem poplitealen und inguinalen Lymph&natowie aus der Milz konnten durch
das Zerdricken der Organe in DPBS / 1 % FKS undhdie®endem Waschen gewonnen
werden. Fur das Zellisolat aus der gut durchblatéidz folgte eine Erythrozytenlyse. Dazu
wurden die Zellen in 5 ml ACK-Puffer resuspendigeletiert, dekantiert und nochmals mit
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DPBS / 1 % FKS gewaschen. Die Bestimmung der Zdllzeolgte mittels einer Neubauer
improved Z&hlkammer nach vorheriger Farbung totlerd mit Trypanblauldsung.

Um eine moglichst hohe Ausbeute an peritonealem@oayten zu erreichen war eine
vorausgehende intraperitoneale Injektion von BreWeoglycollat-Medium (Sigma-Aldrich,
Deutschland) oder alternativ Caseinhydrolysat (Sigkidrich, Deutschland) nétig. Die Gabe
von jeweils 1 ml einer 10-prozentigen CaseinhydsatyL0sung erfolgte 24 Stunden und
2 Stunden vor der Peritoneallavage. Das Thioglgt®lledium wurde 16 Stunden vor der

Bauchraumspilung gegeben, die mit 5 ml eiskalterB®&urchgefihrt wurde.

3.3. Aufreinigung Ly-6G " Zellen mittels MACS

Zur Blockierung unspezifischer Antikérperbindungdisin erfolgte eine flunfmindtige
Inkubation der zuvor mit 5 ml MACS-Puffer (DPBS rii®o BSA (Merck, Deutschland) und
2 mM EDTA) gewaschenen Zellen mit 1 pl einer Colbdsung der Konzentration 1 mg/ml
(Sigma-Aldrich, Deutschland). Daran schlossen gte Inkubation der Zellen mit 50 pl
einer Anti-Ly-6G-Biotin-Antikorperldsung (MiltenyBiotec, Deutschland) fir 10 min im
Kihlschrank, eine Zugabe von 150 pl MACS-Puffer etk weitere Inkubation mit 100 pl
einer Anti-Biotin-MicroBeads-L6sung mit magnetisoh&igenschaften (Miltenyi Biotec,
Deutschland) fir 15 min im Kihlschrank an. Nach d&asschen der Zellen mit 5 ml MACS-
Puffer wurden sie in 500 pl MACS-Puffer resusperidiend tber eine MS MACS-Saule
(Miltenyi Biotec, Deutschland) entsprechend den #&yen des Herstellers aufgereinigt.

3.4. Kultivierung und in vitro — Infektion peritonealer Zellen

Nach dem Waschen der zu kultivierenden Zellen raltkdlturmedium wurden je N&pfchen
einer 24 well-Platte -1C° der Zellen in 1 ml Zellkulturmedium pipettiert. ®Medium setzte
sich aus 500 ml RPMI 1640 mit L-Glutamin und 2,0 d@aHCQO; (PAN-Biotech, Deutsch-
land), 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin-L6syngt 10.000 U Penicillin/ml und 10 mg
Streptomycin/ml, PAN-Biotech, Deutschland) und 3@ (3-Mercaptoethanol (PAN-Biotech,
Deutschland) zusammen. Die Infektion erfolgte mit05 Leishmanien in 100 pl Zellkultur-
medium je Napfchen. Dies entspricht einer Infeldrate von 5 Leishmanien pro Zelle. Das
Ernten der Zellen geschah mittels mehrmaligen Warsskder Napfchen mit DPBS / 1 % FKS.
Zur selektiven Gewinnung der kultivierten Makropbagvurden die nicht adharierten Zellen

durch mehrmaliges, vorsichtiges Spulen mit DPBSealagchen und die verbliebenen, adha-
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rierten Makrophagen durch Inkubation mit 300 pleeif,05 % Trypsinldsung (PAA Labora-
tories, Osterreich) fur 5 min bei 37°C abgeltsie Drypsinwirkung konnte durch das Uber-

fuhren der Zellen in 10 ml Zellkulturmedium und d&aaschen mit DPBS beendet werden.

3.5. Histologie

Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 150.6080 pul DPBS / 1 % FKS eingestellt
und mit Hilfe eines CytoSpins (Shandon Cytospiny@loCentrifuge, Thermo Fisher Scientific
Inc., Deutschland) auf einen Objekttrager gebrabie. Farbung der Zellen erfolgte nach
Giemsa. Dazu wurden die Objekttrager fur 15 min Raumtemperatur getrocknet und die
Zellen danach fur 10 min in Methanol fixiert. Naatem Trocknen erfolgte eine
funfzehnmindtige Farbung in Giemsa-Farbeldsungni@id\ldrich, Deutschland) und zuletzt

eine Differenzierung der gefarbten Zellen mit Wasse

3.6. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Wie bereits unter Punkt 3.3. beschrieben konntelddre Zugabe von 1 pl einer Cohn lI-
Lésung der Konzentration 1 mg/ml eine Blockierungspezifischer Antikérperbindungs-

stellen erreicht werden. Im Anschluss wurden dikeAgtr 15 min im Kihlschrank mit den

fluorochrommarkierten Antikérpern entsprechend Tab#& inkubiert und anschlieRend mit
DPBS / 1 % FKS gewaschen. Wurde ein biotinylieArtikOrper verwendet, so musste jetzt
eine Streptavidin-PerCP-Lésung gemal Tabelle 1 galgn und die Zellen fur weitere
15 min im Kuhlschrank inkubiert werden.

Durch das Zufiigen von 13.000 Latexkigelchen migmiiburchmesser von 6,4 pum (Sigma-
Aldrich, Deutschland) noch vor der Zugabe von Cdhwar es maoglich, bei Verlust von

Zellmaterial im Rahmen der einzelnen Waschschaitfedie urspriingliche Anzahl von Zellen
zurtckzurechnen. Insofern konnten die Versuchsaige®é dann nicht nur qualitativ sondern
auch quantitativ interpretiert werden.

Nach der Inkubation wurden ungebundene AntikorpgrDRBS / 1 % FKS weggewaschen
und die Zellen Gber Nacht im Kuhlschrank in DPBS &i% FKS und 2 % Formaldehyd

(Sigma-Aldrich, Deutschland) fixiert um tags darawit DPBS / 1 % FKS gewaschen und
Uber ein Filterpapier gefiltert zu werden. Sollten einem Experiment lebendige Zellen
hinsichtlich ihrer Expression von Oberflachenamge mittels FACS sortiert werden, so

blieb der Fixierungsschritt aus. Vor der Farbung felen mit Annexin V wurden diese mit
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Annexin V — Puffer gewaschen. AnschlieRend folgtere Inkubation der Zellen mit 2,5 pl
Annexin V — Cy5 (BD Biosciences Pharmingen, Deutsoth) fir 15 min bei Raumtempera-
tur und ein weiterer Waschschritt mit Annexin V uffer.

FUr den Einsatz des interkalierenden Fluorogens ID&RBssten die Zellen zuvor mit
Cytofix/Cytoperm-Losung (BD Biosciences, Deutschlgfiir 30 min lichtgeschutzt inkubiert
werden um sie zu fixieren und die Zellmembranend@n Farbstoff permeabel zu machen.
Nach dem Waschen mit Perm/Wash Buffer (BD Bios@sn®eutschland) konnte die DNS
fur 5 min bei Raumtemperatur mit DAPI-Farbelosummy Honzentration 10 pg/ml (Sigma-
Aldrich, Deutschland) gefarbt werden. AbschlieBendirden die Zellen erneut mit
Perm/Wash Buffer gewaschen.

Massenkonz| Masse des
. eingesetzte .
Bezeichnung des AK der AK- T AK im Hersteller
iter
Stamml6sung Ansatz
APC Anti-Mouse Ly-6G and Ly-6C BD Biosciences
0,2 mg/ml 1:500 20 ng )
(Gr-1) (Clone RB6-8C5) Pharmingen
FITC Rat Anti-Mouse Ly-6G and Ly-6C BD Biosciences
0,5 mg/ml 1:150 167 ng )
(Gr-1) (Clone RB6-8C5) Pharmingen
APC Conjugated Anti-mouse CD11b o
0,2 mg/ml 1:800 12,5 ng eBioscience
(Clone M1/70)
Rat Anti-Mouse CD11b: FITC
0,1 mg/ml 1:200 25ng AbD Serotec
(Clone M1/70.15)
PE Rat Anti-Mouse CD11b BD Biosciences
0,2 mg/ml 1:200 50 ng )
(Clone M1/70) Pharmingen
PE Rat Anti-Mouse Ly-6G BD Biosciences
0,2 mg/ml 1:200 50 ng )
(Clone 1A8) Pharmingen
Biotin Rat Anti-Mouse Ly-6C BD Biosciences
0,5 mg/ml 1:400 62,5 ng )
(Clone AL-21) Pharmingen
o BD Biosciences
PerCP Streptavidin 0,2 mg/ml 1:200 50 ng ]
Pharmingen
PE Rat Anti-Mouse CD45R/B220 BD Biosciences
0,2 mg/ml 1:200 50 ng )
(Clone RA3-6B2) Pharmingen
Pacific Blue Rat Anti-Mouse CD4 BD Biosciences
0,2 mg/ml 1:1000 10 ng )
(Clone RM4-5) Pharmingen
FITC Rat Anti-Mouse CD8a BD Biosciences
0,5 mg/ml 1:50 500 ng )
(Clone 53-6.7) Pharmingen

Tabelle 1:In dieser Arbeit verwendete Antikérpeinschlielich der Massenkonzentration
der Stammldsung, des eingesetzten Titers und daltisrenden Masse an AK in jedem
Ansatz
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Als FACS-Gerate dienten der LSR Il sowie der FACIH®@a (beide BD Biosciences,
Deutschland). Nicht fixierte, lebendige Zellen wemdmit Hilfe des FACS ARIA Il (BD
Biosciences, Deutschland) direkt in FACS-Tubes ®M0 pl FKS hineinsortiert und

anschlie3end mit DPBS gewaschen.

3.7. Praparation genomischer DNS

Zur Praparation genomischer DNS erfolgte ein Vergan Zellen in 500 ul Cell Lysis

Solution (Qiagen, Deutschland) und Proteinase KKimer Endkonzentration von 0,2 mg/ml
(PegLab, Deutschland) bei 55°C Uber Nacht. Nach dersfallen der Proteine mittels

115 pul Protein Precipitation Solution (Qiagen, Bebtand) fir 5 min auf Eis konnte nach
dem Pelletieren der Uberstand mit 300 pl Isopropand 1 pl Glykogenlosung der Kon-

zentration 20 mg/ml (Sigma-Aldrich, Deutschland)setzt werden. Nach erneutem Pelletie-
ren wurde der Uberstand verworfen und dem Pellét |B5Ethanol zugegeben. Die DNS-
Losung musste ein weiteres Mal pelletiert und dberstand verworfen werden. Das Pellet
wurde dann bei 37°C getrocknet und die DNS in 108140 (Promega, Deutschland) bei
55°C fur 15 min geldst und anschlieBend eingefrokgne photometrische Quantifizierung

der gewonnenen DNS-Menge gelang lber ein EppeBdaifhotometer.

3.8. Real Time — PCR

Fur die Real Time — PCR wurden 96 well-PCR-PlaffeegLab, Deutschland) verwendet.
Um eine Verdunstung der Reaktionsansatze zu vexhmndurde die Platte mit einer Folie
versiegelt (Microseal ,B* Film, Bio-Rad LaboratosieDeutschland). Bei dem genutzten RT —
PCR Gerat handelte es sich um das Multicolor Re@akTPCR Detection System, iQ5 (Bio-
Rad Laboratories, Deutschland). Als Primer fungerentweder der 3-Actin forward- und
3-Actin reverse-Primer zur Amplifikation des R-Akens der Maus, oder aber der ISS1-
und ISRV-Primer zur Vervielfaltigung eines Abscledt aus dem Genom van major. Die
Sequenzen der Primer, bestellt bei der Firma matabternational, Deutschland, zeigt
Tabelle 2.

Je Néapfchen sollten 25 pl Gesamtvolumen eingesateden. Initial erfolgte die Herstellung

einer Stammlosung fir alle Napfchen einer Plagsidhend aus:
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- 12,5 pl SYBR Green Supermix (Firma BioRad, iQ SYEReen
Supermix 2x)

- 2 ul der 10 uM Primerlésung (sowohl forward- alsltaueverse-
Primer enthaltend)

- H,O (Volumen so gewahlt, dass abhangig von der eatgies DNS-

Probe je Napfchen 25 pl Gesamtvolumen vorlagen)

Name des Primers Sequenz
B-Actin forward 5-TCACCC ACACTG TGC CCATCT ACG A%
B-Actin reverse 5-GGA TGC CAC AGG ATT CCA TAC CCAZ
ISS1 (. major Primer forward) 5-GCT CCA AAA GCG TAT ATT AAT GCTGT - 3
ISRV (L. major Primer reverse) 5-TCC TTC ATT CCT AGA GGC CGT GAG 3’

Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Primer

Je nach Versuch wurden 1 pl bis 9 pl der DNS-Pmibgesetzt. Als Standard diente zum
einen die genomische DNS aus der Milz einer C57Bl#us, die in HO entsprechend

Tabelle 3 verdunnt wurde, zum anderen ein Plasmid Rrof. Dr. Christian Drosten vom

Bernhard-Nocht-Institut in Hamburg als Bezug fie ldi major-DNS, welches gemal3 Tabelle
4 in genomischer Maus-DNS der Konzentration 125t pgérdinnt wurde. Fur den Standard
wurde je Napfchen 1 pl der DNS-Probe eingesetza#lich blieben auf jeder Platte einige
N&pfchen frei von DNS und fungierten als LeerwBre Real Time — PCR folgte folgendem

Procedere:

- 15,5 min Denaturierung bei 95°C

- 20 s Denaturierung bei 95°C

- 30 s Primerhybridisierung bei 58°C 40 &yl
- 30 s Elongation bei 72°C

- 5 min Abklhlung von 72°C auf 24°C

Zur quantitativen Auswertung wurden die sog. Ct-#&/érerangezogen. Dabei handelt es sich
um den Zeitpunkt innerhalb der Real Time — PCRdam die Fluoreszenz, und damit die
Menge an DNS im Ansatz, einen bestimmten Schwekenhwibersteigt, der als
Lthreshold* bezeichnet wird. Jenseits des ,threshdlebt sich die Fluoreszenz signifikant
von der Hintergrundfluoreszenz ab. Der Ct-Wert isdirekt proportional zu der

ursprunglichen Anzahl an Genkopien im Ansatz, dicRahmen der PCR amplifiziert werden.
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Bei den beiden Standards handelt es sich um Angatzevorher bekannter Anzahl an
Genkopien. Da die Verdunnung der Standardpunkteariitgnisch erfolgte, liegen die
entsprechenden Ct-Werte bei logarithmischer Skalgidealerweise auf einer Geraden. Der
Korrelationskoeffizient Rdient dabei der Quantifizierung der Abweichung @eierte der
Standardpunkte von der idealen, theoretischen Stdkdrve und nimmt Werte zwischen 0
(keine Korrelation der Werte) und 1 (perfekte Kéatien) an.

Name des Standardpunktes Konzentration der DNS ingyul
B1 12.500
B2 1.250
B3 125
B4 12,5
B5 1,25
B6 0,125
B7 0,0125
B8 0,00125
B9 0,000125
B10 0,0000125
B11 0,00000125

Tabelle 3: Bezeichnung und Konzentration in pg/ul der eingelRPunkte der Standardkurve
fur 3-Aktin (B fur 3-Aktin); als Standard dienteehzu die genomische DNS aus einer
C57BL/6-Maus, die in KD verdiinnt wurde.

Konzentration des Konzentration des
Name des Standardpunkteg o o

Plasmids in c/run Plasmids in U/l

L4 10 10°

L-5 10 10°

L-6 10 10

L7 10° 10°

L-8 10 10°

L-9 10 10

L-10 1 1

L-11 0,1 0,1

Tabelle 4: Benennung und Konzentration in c/run und in U/pt éinzelnen Punkte der
Standardkurve fur dds major-Plasmid (L farL. major, ¢ = copies); das Plasmid stammt
von Prof. Dr. Christian Drosten vom Bernhard-Nokistitut in Hamburg und wurde in
genomischer Maus-DNS der Konzentration 125 pg/pdivent.
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4. Ergebnisse

4.1. Etablierung themenrelevanter Methoden

4.1.1. Peritoneallavage nach Gabe von Thioglycollat-Medium

Die Etablierung eines Verfahrens zur Gewinnung wmentrophilen Granulozyten stand am
Anfang derin vitro — Experimente. Dabei sollte eine moglichst hoheb&use erreicht wer-
den.

In einem ersten Versuch wurden dazu einer BALB/a#2 ml einer 1,6-prozentigen Thio-
glycollat-Lésung i.p. appliziert und nach 16 Stumdker Peritonealraum mit DPBS gespuilt.
Die derart gewonnenen Zellen wurden mit fluorochmarkierten AK gegen Gr-1, CD11b,
CD4, CD8 und B220 inkubiert um einen Uberblick e Zusammensetzung des Zellin-
filtrates zu gewinnen. Bei dem Oberflachenantigerl Ghandelt es sich um einen Granulo-
zytenmarker, CD4 kommt auf T-Helfer-Zellen, CD8 aayftotoxischen T-Zellen vor und
B220 stellt einen B-Zellmarker dar. CD11b ist sohalf Makrophagen, dendritischen Zellen,
wie auch auf Neutrophilen zu finden.

Wie sich im Laufe der Dissertation zeigte, sind1Gund CD11b allein zur Unterscheidung
von Neutrophilen und Makrophagen nur bedingt gestigh allenfalls differieren beide
Zelltypen in der Menge an expremiertem Oberflachégan. Hinzu kommt, dass auch
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) G&D11b und damit den beiden recht dhnlich
sind. Bei MDSCs handelt es sich um eine erst vordm identifizierte, recht heterogene
Gruppe myeloider Zellen, die in der Lage ist, soldib angeborene, wie auch die adaptive
Immunantwort zu inhibieren (Ostrand-Rosenbetrgl., 2009). Zur genaueren Unterscheidung
eignen sich die Oberflachenmarker Ly-6G (ein rei@anulozytenmarker) und Ly-6C
(kommt auf Neutrophilen, DCs, sowie auf verschieshenFormen von Monozyten,
Makrophagen und Lymphozyten vor), die wie Gr-1 Ew6-Genfamilie gehdren. Allerdings
lagen diese zu Beginn des praktischen Teils desdbtigtion noch nicht vor, so dass in einigen
Versuchen auf sie verzichtet werden musste. Nehil@ranulozyten sind demnach G¥¢1
CD11B'Ly-6C™, wahrend es sich bei unreifen Makrophagen um'&en116Ly-6C"" Zel-

len handelt (Sawanobagi al., 2008, Sunderkottest al., 2004).
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Abb. 3: Anreicherung von Gr-CD11b" Zellen im Peritonealraum einer BALB/c-Maus
durch eine intraperitoneale Injektion von 2 ml eidgs-prozentigen Thiogl