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Fur meine Eltern

Danke, Ihr seid einmalig!

Ob eine Sache gelingt, erfahrst Du nicht, wenn Du nur dariber nachdenkst,

sondern wenn Du es ausprobierst.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Das Immunsystem

Das Immunsystem ist ein komplexes Gefiige von Effektor- und Regulationsmechanismen.
Es hat die Aufgabe, den Organismus vor pathogenen Mikroorganismen wie Bakterien,
Viren, Pilzen und Parasiten zu schiitzen sowie maligne korpereigene Zellen zu entfernen,
ohne dabei korpereigenes gesundes Gewebe zu schéddigen. Fine zentrale Fihigkeit des
Immunsystems ist es deshalb, zwischen korpereigenen Strukturen und fremden Antigenen
beziehungsweise zwischen ,,geféhrlich® und ,,ungefidhrlich* zu unterscheiden.

Die Abwehr des Immunsystems basiert dabei auf zwei Sédulen: der unspezifischen, gebildet
durch das mononukledre phagozytire System, polymorphkernigen Granulozyten,
Lysozym, NK-Zellen und dem Komplementsystem, und der spezifischen Abwehr, gebildet
durch B- und T-Zellen. Diese reagieren im Gegensatz zu Makrophagen und NK-Zellen in
einer antigenspezifischen Weise. B-Zellen binden direkt mit ihrem membranstindigen B-
Zellrezeptor 16sliches Antigen und werden so aktiviert. Sie differenzieren sich weiter zu

Plasmazellen und produzieren antigenspezifische Antikorper.

T-Zellen kénnen nur durch antigenprisentierende Zellen (APC) aktiviert werden. Die APC
nehmen das Antigen auf, prozessieren es und prisentieren es gebunden an
transmembranire Glycoproteine des Major Histocompability Complex (MHC). Dieser
Komplex aus MHC und Peptid interagiert mit dem fiir ihn spezifischen T-Zellrezeptor.
Dadurch wird die antigenspezifische Aktivierung der T-Zelle erreicht. Diese Vorgidnge
finden hauptséchlich in den peripheren lymphatischen Organen statt, zum Beispiel in den
Lymphknoten.

Die T-Zellen teilt man ihrer Funktion nach in verschiedene Subpopulationen ein. Die
Zytotoxischen T-Zellen sind fiir die Lyse von virusinfizierten Zellen und transformierten
Zellen zustindig und tragen als Merkmal das CD8-Membranprotein (CD =Cluster of
Differention) auf ihrer Oberfliche. Thr T-Zellrezeptor ist MHC-Klasse-I-restringiert, dass
heif3t, er bindet an Peptide, die an MHC-I-Molekiile gebunden sind.

Die T-Helferzellen tragen das CD4-Protein auf ihrer Oberfliche und sezernieren nach ihrer
Aktivierung Zytokine mit unterschiedlicher Wirkung. Zuerst bei der Maus und spiter auch

beim Menschen wurden verschiedene Subpopulationen dieser T-Zellen entdeckt: die Ty1-
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Zellen, die hauptsichlich Interferon-y, TNF-a- und GM-CSF produzieren und dadurch
Makrophagen aktivieren, und die Ty2-Zellen, die vor allem IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und
CD40L (CD154) produzieren und dadurch B-Zellen stimulieren (Seder et al. 1994).

Der T-Zellrezeptor beider Subpopulationen ist MHC-Klasse-II-restringiert. T-Zellen
werden auch noch durch ihren T-Zellrezeptor unterschieden. Die Hauptpopulationen der T-
Zellen besitzt einen T-Zellrezeptor mit einer o-Kette und einer B-Kette (o:3-TCR).

Eine kleine Population der T-Zellen besitzt einen T-Zellrezeptor mit einer y-Kette und
einer 8-Kette (y:6-TCR), (Raulet 1989, Ashwell et al. 1990). Fiir diese Zellen konnte
nachgewiesen werden, dass sie sich hauptsidchlich im peripheren Blut befinden (Ho et al.
1990, Perera et al. 1994) und dort zu einer systemischen Zytokinfreisetzung beitragen
konnen. Es gibt Untersuchungen, die fiir y:5-T-Zellen eine Rolle bei der frithen, nicht
antigenspezifischen Immunantwort spielen (Hayday er al. 2000). Andere Befunde sehen
dagegen die Funktion eher bei der antigenspezifischen zellvermittelten Immunantwort,
wobei eine Aktivierung der 7:3-T-Zellen erst iiber die von CD4-Zellen freigesetzten
Zytokine erfolgen soll (van der Heyde et al. 1995). Der T-Zellrezeptor ist mit dem
sogenannten CD3-Komplex assoziiert, der nach Aktivierung der T-Zelle iiber den TCR die
Signale ins Zellinnere vermittelt. Man findet auf T-Zellen weitere akzessorische Molekiile,
die bei der Aktivierung der T-Zelle eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehoren die schon
erwihnten CD4, CD8-Molekiile, die mit dem MHC-Komplex der Klasse I bei CDS-
positiven Zellen und mit dem MHC-Komplex der Klasse II bei CD4-positiven Zellen in
Verbindung treten. Diese Molekiile sind sowohl in die Signaltransduktion als auch in die
Stabilisierung der Bindung des TCR und des MHC-Komplexes involviert (Ubersicht bei
Janeway 1999).

Zusitzlich findet man auf ruhenden T-Zellen einen weiteren, sehr wichtigen Co-Rezeptor,
das CD28. Er gehort, wie die Immunglobuline, der T-Zellrezeptor und die MHC-
Komplexe, zur Immunglobulinsuperfamilie. Die Liganden fiir CD28 sind B7.1 (CD80) und
B7.2 (CD86), welche auf Antigen-priasentierenden Zellen zu finden sind. Der zusitzliche
Stimulus iiber den Co-Rezeptor CD28 induziert in der Zelle Proliferation und
Zytokinproduktion (June et al. 1994). Der iiber CD28 vermittelte Co-Stimulus ist
entscheidend fiir die Interleukin-2- (IL-2-)Produktion (Fraser et al. 1991) und fiir die
klonale Expansion (Allison et al. 1995). Antigenerkennung durch den TCR ohne
Engagement von CD28 fiihrt bei T-Zellen zum Zustand der Anergie (Boussiotis et al.
1994).
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Es gibt noch einen zweiten Rezeptor auf T-Zellen, der an B7.1 und B7.2 bindet: das
cytotoxic T lymphocyte associated molecule 4 (CTLA-4, CD152). Dieses Molekiil
wurde urspriinglich im Genom von CD8-positiven T-Zellen entdeckt (Brunet et al.1987)
und wurde spiter auch auf CD4-positiven T-Zellen nachgewiesen (Freeman et al. 1992).
Im Gegensatz zu CD28 befindet sich CTLA-4 nur auf aktivierten Zellen. CTLA-4 gehort
wie CD28 zur Immunglobulinsuperfamilie, auch der zytoplasmatische Teil der beiden
Rezeptoren zeigt eine grole Homologie (Harper ef al. 1991). CTLA-4 bindet mit einer 20-
bis 50fach hoheren Affinitét an seine Liganden als CD28 (Linsley et al. 1994).

Die Funktion von CTLA-4 ist noch nicht endgiiltig gekladrt. Erste Versuche beschreiben
eine Co-Stimulation von T-Zellen bei Inkubation mit anti-CTLA-4 Antikérpern, man
sprach von einem Synergismus mit CD28 (Linsley et al. 1992). Spitere Arbeiten
beschrieben andere Effekte, sowohl intakte Antikorper als auch Fab-Fragmente von anti-
CTLA-4-Antikorpern verstidrkten eine T-Zellproliferation; doch bei Inkubation mit Fc-
Rezeptor-positiven Zellen kam es zur Inhibition (Walanus et al. 1994). Dies legte die
Vermutung nahe, dass ein iiber CTLA-4 vermitteltes negatives Signal durch die CTLA-4
Antikorper blockiert wird. Gribben et al. (1995) zeigte, dass Antigen-induzierter Zelltod
durch CTLA-4 vermittelt war.

Seit ldngerem ist bekannt, dass CTLA-4, mit negativ regulierenden Eigenschaften, zur
Terminierung der T-Zellantwort beitragen kann. Zu vermuten ist, dass die Beendigung
vorwiegend liber eine Inhibition der IL-2-Sekretion, die abhingig vom
Aktivierungszustand der Zelle zu einer Blockade des Zellzyklus oder zum programmierten
Zelltod fiihren kann (Scheipers et al. 1998, Rafaeli et al. 1998). Damit stellt CTLA-4 einen
Gegenspieler zu CD28, einem positiv co-stimulierenden Molekiil, dar und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz. Eine Expression
von CTLA-4 erfolgt im Gegensatz zu CD28 erst nach einer Zellaktivierung und kann
aufgrund der gleichen Liganden B7.1 und B7.2, aber mit einer hoheren Aktivitit, mit
CD28 konkurrieren (Freeman et al. 1992; Linsley et al. 1994, Linsley et al. 1992,
Krummel & Allison, 1995; Walanus et al. 1994). CTLA-4 soll die T-Zellaktivierung auch
unabhéngig von CD28 durch einen direkten Einfluss auf die vom TCR vermittelten Signale
beeinflussen konnen (Lee et al. 1998). Weitere Aufschliisse iiber die Bedeutung von
CTLA-4 konnten durch vielféltige ex vivo- und in vivo-Versuche gewonnen werden. Ein
direkter Nachweis der CTLA-4-Funktion konnte fiir CTLA-4-defiziente Miuse erbracht
werden, indem diese eine letal verlaufende Lymphoproliferation entwickelten (Waterhouse

et al. 1995). Des Weiteren konnte in der Arbeit von (Sugita et al. 2003) gezeigt werden,
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dass Irispigmentepithel des Auges CD86 (B7-2) exprimiert und iiber die Bindung an
CTLA-4 eine T-Zellsupression bewirkt. Diese T-Zellsupression konnte folglich nicht in
CTLA-4 Knock-out Mausen, CD86 Knock-out Miusen oder nach einer zusitzlichen Gabe
von anti-CD86 nachgewiesen werden. Eine weitere wichtige Aufgabe von CTLA-4 soll die
Vermittlung von Anergie sein, welcher eine bedeutende Funktion bei der Induktion und
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz zukommt (Karandikar ef al. 1996, Rafaeli et al.
1998; Walanus et al. 1998). Dafiir sprechen auch die Befunde, dass die Gabe von anti-
CTLA-4 zu einer erhohten Immunogenitit von Proteinantigenen fithren kann (Chambers et
al. 1996). Mittels 16slicher anti-CTLA-4-Antikorper konnte gezeigt werden, dass diese
durch die Blockade von CTLA-4 eine T-Zellantwort fordern konnen. Im Gegensatz dazu
konnte fiir immobilisierte und kreuzvernetzte Antikdrper ein inhibitorischer Effekt auf die
T-Zellaktivierung demonstriert werden. Durch eine in vivo-Blockade von CTLA-4 konnte
fiir experimentelle Autoimmunkrankheiten demonstriert werden, welche Auswirkungen
eine erhohte T-Zellproliferation auf den Erkrankungsverlauf nimmt. So konnte zum
Beispiel fiir den autoimmunbedingten Diabetes eine Exazerbation der Erkrankung
nachgewiesen werden (Luhder et al. 1998).

Im Gegensatz dazu kann eine gesteigerte T-Zellproliferation auf Tumorantigene oder
infektiose Pathogene protektive Auswirkungen auf den Krankheitsverlauf nehmen. Fiir
Tumoren, wie das Kolonkarzinom, konnte mittels in vivo-Gabe von anti-CTLA-4, im
Mausmodell, eine erhohte antigenspezifische T-Zellantwort mit einer Tumorremission
erreicht werden (Leach er al. 1996).

Insgesamt konnte nachgewiesen werden, dass CTLA-4 ein negativer Regulator der T-
Zellfunktion ist und unter anderem auf T-Zellen wihrend humaner Malaria (Schlotmann et
al. 2000)sowie wihrend Plasmodium berghei-induzierter Malaria exprimiert wird (Jacobs

et al. 2002).

1.2 Malaria

Die Malaria ist eine durch Plasmodien (Protozoen) verursachte tropische
Infektionskrankheit. Die natiirliche Ubertragung von Mensch zu Mensch erfolgt iiber die
weibliche Stechmiicke der Gattung Anopheles. Die geographische Verbreitung korreliert
mit der Verbreitung von als Ubertriiger geeigneten Anopheles-Arten. Ein sehr hohes
Malariarisiko besteht im tropischen Afrika, ein hohes bis mittleres Risiko in Siidostasien

und Teilen Mittel- und Siidamerikas. Nach Schitzungen der WHO treten jdhrlich etwa 300
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Millionen klinische Fille auf, und etwa 1,5 Millionen Menschen versterben infolge der

Erkrankung (WHO, 1999).

1.2.1 Humanpathogene Erreger der Malaria

Die Erreger der Malaria sind Protozoen der Gattung Plasmodium. Bekannt sind vier
humanpathogene Plasmodienarten, die sich morphologisch sowie im Verlauf der Malaria-
Erkrankung unterscheiden (Ubersicht Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Hahn
et al. 1999).

Plasmodium falciparum, der Erreger der Malaria tropica, ist aufgrund seiner Haufigkeit
und Gefiahrlichkeit der bedeutendste Malariaparasit. Die Malaria tropica ist die einzige
todlich verlaufende Malariaform. Plasmodium vivax und ovale sind die Erreger der Malaria
tertiana, Plasmodium malariae verursacht die Malaria quartana.

Die Inkubationszeit nach der Ubertragung der infektiosen Sporozoiten betriigt 8 bis 15
Tage, im Anschluss daran kommt es zum sogenannten Malariaanfall, der von hohem
Fieber begleitet wird. Dieser periodische Anfall ist bei allen Formen der Malaria das
Hauptsymptom und steht im Zusammenhang mit der Freisetzung von Merozoiten aus
parasitierten Erythrozyten. Er tritt bei der Malaria tertiana und bei der Malaria quartana
alle 48 bzw. 72 Stunden auf, wihrend bei der Malaria tropica die Fieberanfille hiufig
asynchron sind. Ferner kommt es im Verlauf der Infektion zu Vergro3erungen von Leber
und Milz. Die Infektionen mit P. malariae, P. vivax und P. ovale haben hiufig keine
weiteren besonderen pathologischen Merkmale. Eine P. falciparum-Infektion kann jedoch
schnell zu einer schweren, lebensbedrohlichen Malaria fortschreiten. Die zerebrale Malaria
ist dabei eine der schwerwiegendsten pathologischen Prozesse. Charakteristisch dafiir sind
O0dematdse Strukturen im Bereich der Meningen und der Hirnrinde sowie extensive
Verstopfungen der Kapillaren durch parasitierte Erythrozyten mit ringformigen Blutungen
rund um die verstopften Gefdlle. Infolge der Verdnderungen im Gehirn kann es zu
Bewusstseinsstorungen und Schockzustinden bin hin zum Koma kommen. Eine schwere
Anidmie, durch indirekte Schiddigung der Erythrozyten sowie durch eine gestorte
Erythropoese, ist eine weitere hdaufige Komplikation bei P. falciparum-Infektionen. Andere
hiufige Komplikationen sind das akute Nierenversagen sowie das Auftreten von

Lungenddemen.
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1.2.2 Lebenszyklus der Plasmodien

Der komplexe Lebenszyklus der humanpathogenen Plasmodien umfasst eine asexuelle
Vermehrung  (Schizogonie) im menschlichen Wirt sowie einen sexuellen

Vermehrungsschritt (Sporogonie) in der weiblichen Anopheles-Miicke.

Merozoite
Sporozoites Merozoite invasion

Red cell

Adhesion
in placenta

Infected
RBC

Transmission
to mosquito |

Infected
RBC

Adhesion to
endothelium

Endothelium

Abb. 1.1 Lebenszyklus der Plasmodien

In der Anopheles-Miicke vollzieht sich der sexuelle Zyklus (Sporogonie) der Plasmodien. Im Magen der
Miicke kommt es zur Vereinigung der minnlichen und weiblichen Gameten, welche sich zu Ookineten
entwickeln, die die Magenzellen durchdringen und zu Oozysten ausreifen. Diese setzen Sporozoiten frei, die
in die Speicheldriisen gelangen und mit dem Speichel der Miicke bei einem Biss in das menschliche Blut
iibertragen werden.

Im Menschen vollzieht sich der asexuelle Zyklus der Plasmodien (Schizogonie). Die Sporozoiten dringen
innerhalb kiirzester Zeit in die Leberzellen ein und entwickeln sich zu Schizonten, die je bis zu 30.000
Merozoiten freisetzen. Diese befallen die Erythrozyten im peripheren Blut, welche sich anschliefend an
Endothelzellen oder in der Plazenta ablagern und so zur Pathogenese der zerebralen Malaria beitragen
konnen. In den Erythrozyten bilden sich Ringformen aus, die sich zu Schizonten entwickeln und schlielich
bis zu 30 neue Merozoiten freisetzen. Einige Merozoiten entwickeln sich zu weiblichen oder ménnlichen
Gametozyten, die bei einem erneuten Biss wieder in den Magen der Miicke gelangen. (Abb. Miller et al.,
2002, Nature)

Die Infektion erfolgt durch den Stich einer mit Plasmodien infizierten weiblichen
Anopheles-Miicke. Dabei kann es zu einer Inokulation von 8-15 bis zu maximal 100
asexuellen Sporozoiten in das subkutane Gewebe oder seltener in die Blutbahn kommen.
Wihrend des prderythrozytiren Stadiums (intrahepatisches Stadium) erreichen die
beweglichen Sporozoiten innerhalb der ersten 30 Minuten die Leberparenchymzellen
(Ubersicht Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Hahn et al. 1999). Dort werden

erst mehrere Hepatozyten durchquert, ehe es zur weiteren Entwicklung des Parasiten in
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einem Hepatozyten kommt (Mota ef al. 2001). In einer Leberzelle entstehen aus einem
einzelnen Sporozoit, durch asexuelle Teilungen, bis zu 30.000 Merozoiten, die dann durch
Ruptur der Zelle nach 2-10 Tagen in die Blutbahn freigesetzt werden (Good et al. 1999).
Diese gelangen in das periphere Blut und infizieren dort die Erythrozyten. Nach dem
Befall der Erythrozyten entwickeln sich die Merozoiten zu Ringformen, die zu amoboiden
Trophozoiten heranwachsen und schlieBlich zu erythrozytiren Schizonten ausreifen. Diese
setzen 10-30 Merozoiten frei, die erneut Erythrozyten befallen. Eine geringe Zahl der
Merozoiten entwickelt sich zu Geschlechtsformen, den minnlichen und weiblichen
Gametozyten. Die Vereinigung der ménnlichen und weiblichen Gametozyten findet im
Magen der Miicke statt. Nach der Befruchtung entwickeln sich die Gameten zu Zygoten
und schlieBlich zu den beweglichen Ookineten, die nach Durchdringung der Magenzellen
zu Oozysten werden. Diese setzen Sporozoiten frei, die in die Speicheldriise der Miicken

gelangen und bei einem Stich einen neuen Wirt infizieren.

1.2.3 Pathogenese und Immunologie von P. falciparum-Infektionen

Im Gegensatz zu den meisten Bakterien- und Viren-Infektionen entwickelt der Mensch
gegen eukaryotische Pathogene wie Protozoen und Helminthen hadufig nur eine
ungeniigende und zeitlich begrenzte Immunitit. Eine Erstinfektion mit P. falciparum kann
nur schwer vom menschlichen Immunsystem kontrolliert werden. Die Ursachen dafiir
liegen vor allem in der komplexen genetischen Struktur des Parasiten, durch die eine
Bekdmpfung des Erregers erschwert wird (Lang, W. 1996).

Pathogenese: Das symptomatische Stadium der Malaria-Infektion beginnt erst mit der
erythrozytidren Phase. Die Symptomatik einer Malaria variiert zwischen den einzelnen
Plasmodienarten und ist unter anderem abhidngig vom Zustand des Immunsystems des
Wirtes, dem Alter und genetischer Faktoren. Die Symptome scheinen dabei zum einen
direkt durch den Befall und Zerstérung der Erythrozyten ausgelost zu werden, zum
anderen aber auch eine Folge der Inmunantwort des Wirtes auf den Parasiten darzustellen.
Etwa zwolf Tage nach der Infektion setzen erste Beschwerden wie Kopfschmerzen,
Miidigkeit und Fieber ein. Der nicht therapierte Krankheitsverlauf wird durch eine Reihe
typischer physiologischer Verinderungen begleitet. So kommt es zu schweren Andmien
durch die Ruptur von Schizonten-infizierter Erythrozyten als auch durch die Wirkung der

Erythropoese und der Wirkung autohdmolytischer Antikorper (Miller ef al. 2002).
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Die Sequestrierung von infizierten Erythrozyten in kleinen Blutgefien sowie die
reduzierte Deformierbarkeit der Zellen behindern die Blutzirkulation und tragen dazu bei,
dass parasitierte Erythrozyten nicht in der Milz eliminiert werden. Durch den Abbau
infizierter Blutzellen ist die Milz der Patienten stark vergroflert und dunkel geféarbt. Die
behinderte Blutzirkulation fiihrt letztendlich zu einer verringerten Durchblutung des
Gehirns, was zu schweren Komplikationen einer zerebralen Malaria beitrdgt. Eine
untherapierte, akute P. falciparum-Malaria verlduft aufgrund schwerer Organschiadigungen
meist letal, da das Immunsystem den Parasiten in der Regel nicht ausreichend bekdmpfen
kann.

Immunologie: Bei der oben beschriebenen Zerstorung der parasitierten Erythrozyten
werden sogenannte Malaria-Toxine und Antigene freigesetzt, die eine vermehrte endogene
Synthese von proinflammatorischen Zytokinen in pathologischen Mengen hervorrufen.
Geringe Mengen von proinflammatorischen Zytokinen und Mediatoren haben dabei einen
protektiven, d.h. antiparasitiren Effekt, wihrend die Uberproduktion dieser Zytokine
ursidchlich an der Pathologie der Malaria-Infektion beteiligt ist. So fithren zu hohe
Konzentrationen an TNF-o, IFN-y, IL-2 und IL-6 =zu Fieber, komat&sen
Bewusstseinsstorungen, einer abnormen Erythropoese sowie einer erhdhten Zytoadhirenz
(Riley et al. 1999; Lang et al. 2000). Bei dem Malaria-Toxin handelt es sich um ein
Glycosylphosphatidylinositol (GPI). Es wurde gezeigt, dass GPI von P. falciparum in
Makrophagen die Produktion an TNF-o und anderen proinflammatorischen Zytokinen wie
IL-1 sowie die Synthese der iNOS stimulieren kann (Schofield et al. 1993). Dabei beruht
der Effekt des GPI auf der Aktivierung von Protein-Tyrosin-Kinasen der Src-Familie und
der Protein-Kinase C-¢, die Transkriptionsfaktoren der c-rel Familie und NF-xB aktivieren.
Diese induzieren die Expression von TNF-a, IL-1, iNOS, aber auch von
Adhisionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1 (Tachado et al. 1997).

In niedrigen Konzentrationen konnte fiir TNF-o sogar eine verstirkende Wirkung auf die
Parasiteneleminierung beobachtet werden (Riley et al. 1999), zu hohe Konzentrationen an
TNF-a bewirken allerdings eine verstirkte Entwicklung der Pathologie. Andere Studien
konnten zeigen, dass zusitzlich zu dem Malaria-Toxin IFN-y als zweiter Stimulus
notwendig ist, um Makrophagen zur TNF-a-Produktion anzuregen. Eine frithe Quelle fiir
IFN-v stellen NK-Zellen dar. Des Weiteren tragen auch aktivierte, Antigen-spezifische T-
Zellen erheblich zur Pathologie der Malaria-Erkrankung bei, indem sie gro3e Mengen an
IFN-y freisetzen und Makrophagen zur Produktion von TNF-a-Produktion stimulieren
(Riley et al. 1999).
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Ferner fithrt eine starke Expression der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) zu hohen
Konzentrationen an NO im Gewebe, welches unter anderem mit der Entstehung zerebraler
Symptome und mit immunsuppressiven Effekten im Verlauf der Erkrankung in

Verbindung gebracht wird (Rockett et al. 1994, Clark et al. 1992).

1.2.4 Zerebrale Malaria

Wie in der Einleitung unter 1.2.1 beschrieben, ist die zerebrale Malaria eine der
schwerwiegendsten pathologischen Prozesse, die man héufig bei einer Plasmodium
falciparum-Infektion im Endstadium findet. Charakteristisch sind 6dematose Strukturen im
Bereich der Meningen und der Hirnrinde sowie extensive Verstopfungen der Kapillaren
durch parasitierte Erythrozyten mit ringférmigen Blutungen rund um die verstopften
GefiBe. Infolge der Verdnderungen im Gehirn kann es zu Bewusstseinsstorungen und
Schockzusténden bis hin zum Koma kommen.

Die Plasmodium berghei-Infektion zeigt als schwere letale Komplikation eine zerebrale
Manifestation, die eine groBe Ahnlichkeit zur humanen zerebralen Malaria aufweist (Hearn
et al. 2000). Dabei sollen aktivierte CD4-positive Zellen an der Vermittlung der
Pathogenese beteiligt sein (Yanez et al. 1996; Hirunpetcharat et al. 1999; Riley et al.
1999). Miuse im Plasmodium berghei-Modell, die mit anti-CD4 behandelt wurden,
entwickelten keine zerebrale Malaria (Jacobs er al. 2002). Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass dem Effektorzytokin INF-y eine entscheidende Rolle fiir die
Pathologie zukommt (Rudin et al. 1997, Riley et al. 1999). In der Arbeit von (Grau et al.
1989) konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass monoklonale Antikorper gegen INF-y
die Ausbildung einer zerebralen Malaria verhindern konnen. Eine groBe Rolle bei der
Vermittlung der Pathologie wird im Rahmen einer Plasmodium berghei-Infektion auch fiir
v:0-T-Zellen diskutiert, die ebenfalls Produzenten von IFN-v sind. In in vitro-Kulturen von
peripherem Blut konnten diese Zellen mit als Hauptproduzenten von IFN-y identifiziert
werden. Fiir 7:0-T-Zellen wird vermutet, dass sie schon zu einem frithen Zeitpunkt der
Infektion, vor Ausbildung einer antigenspezifischen Immunantwort, an der Begrenzung der
Parasitdmie beteiligt sind (Troye-Blomberg er al. 1989) Es konnte gezeigt werden, dass
v:0-T-Zellen durch lebende Parasiten primir aktiviert werden kénnen und ihre weitere
Aktivierung von der Sekretion von IL-2 durch CD4-positive Zellen abhingt. Daher
scheinen die Zellen auch eine Rolle bei der zellvermittelten Immunitiit auszuiiben und

konnten iiber die Sekretion von Zytokinen zur Regulation der Immunantwort beitragen. In
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der Arbeit von (Yanez et al. 1999) konnte gezeigt werden, dass den Zellen durch die frithe
Beteiligung wihrend einer Infektion eher eine Aufgabe bei der Stimulation anderer Zellen
zukommt, als dass sie als Effektorzellen wirken und damit direkt an der Pathologie
beteiligt sind.

Bei einer Plasmodium berghei-Malaria im zerebralen Stadium konnten 7y:5-T-Zellen in

Hirn und Milz nachgewiesen werden (Haque et al. 2001).

1.2.5 Mausmodell der Malaria

Um Untersuchungen hinsichtlich der Immunologie der Malaria-Infektion durchfiihren zu
konnen, stehen verschiedene Plasmodien-Spezies zur Verfiigung, die pathogen fiir Mause
sind. Es handelt sich hierbei lediglich um Modellsysteme, die im Ausmafl} und
Krankheitsverlauf nicht einer Malaria-Infektion im Menschen entsprechen. Diese Modelle
bieten dennoch eine gute Moglichkeit, um die Pathogenese oder die Immunantwort im
Verlauf der Erkrankung zu untersuchen. (Ubersicht bei Li et al. 2002).

Plasmodium berghei-Infektionen in Méiusen, die auch in dieser Arbeit durchgefiihrt
wurden, dienen insbesondere als ein Modell zur Erforschung der zerebralen Malaria sowie

der Erprobung von Impfstoffen.

1.2.6 Plasmodium berghei-Infektion und die Induktion von CTLA-4

Durch eine experimentelle Infektion mit Plasmodium berghei-infizierten Erythrozyten lief3
sich eine Expression von CTLA-4 auf Milzzellen von C57BL/6-Miusen induzieren
(Jacobs et al. 2002). Es konnte durch eine Immunfloureszenzfirbung nachgewiesen
werden, dass CTLA-4-Molekiile sowohl an der Zelloberfliche als auch intrazellulidr
auftreten konnen. Dies stimmt auch mit der Arbeit von (Metz et al. 1998) iiberein, in
welcher fiir Effektorzellen gezeigt werden konnte, dass CTLA-4 vom Zellinneren an die
Oberflache und zuriick zirkuliert. Fiir die Plasmodium berghei-Infektion liel sich
nachweisen, dass sowohl die Anzahl an CTLA-4-exprimierenden Zellen als auch die
Menge an CTLA-4 pro Einzelzelle zunimmt. Die CTLA-4-Expression wurde dabei fast
ausschlieBlich auf CD4-positiven T-Zellen gefunden. Somit konnte gemill bisheriger
Befunde, welche CTLA-4 als sehr sensitiven Marker fiir die T-Zellaktivierung ausweisen,
die Aktivierung von CD4-positiven T-Zellen im Verlauf einer Plasmodium berghei-

Infektion bestitigt werden.
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Auch fiir die humane Malaria konnte gezeigt werden, dass es im Verlauf der Infektion zu
einer Zunahme von CTLA-4 positiven Zellen kommt (Schlotmann et al. 2000). Auch hier
wurde eine Expression fast ausschlieBlich auf CD4-positiven Zellen gefunden. In der
Arbeit von (Schlotmann et al. 2000) konnte eine Korrelation zwischen der Hohe der
CTLA-4-Expression, der Parasitimie und der Schwere der Erkrankung nachgewiesen
werden. Die Korrelation zwischen Parasitimie und Hohe der CTLA-4-Expression lédsst
vermuten, dass eine Freisetzung von Plasmodien-Antigen eine T-Zellaktivierung bewirkt

und damit zu einer Expression von CTLA-4 beitragen kann.

Wie bereits unter 4.1 angesprochen, wird CTLA-4 auf aktivierten T-Zellen exprimiert und
konkurriert mit CD28 um die B7-Liganden, zu denen es eine 20- bis 50fach hohere
Affinitdt als CD28 besitzt (Linsley et al. 1994). Durch Endotoxine, wie
Lipopolysaccharide (LPS), kann es zur Aktivierung von APC mit vermehrter Expression
von B7 kommen und damit zum Uberwiegen einer CD28-B7-Interaktion (Liu et al. 1991;
Khoruts et al. 1998). Durch die Zunahme der CD28-B7-Ligation, mit der Vermittlung
positiver Signale, kommt es zur gesteigerten T-Zellproliferation. Die durch die T-
Zellaktivierung induzierte CTLA-4-Expression konnte dann im Verlauf durch eine
vermehrte negative Co-Stimulation iiber die CTLA-4-B7-Ligation zur Terminierung der T-

Zellantwort beitragen (Oosterwegel et al. 1999).

1.3  Die Histologie der gesunden Leber

Wie bei (Junqueira et al. 2002) beschrieben, ist die Leber ein zentrales Stoffwechselorgan,
in dem die im Verdauungstrakt resorbierten Nahrungsstoffe umgesetzt, zum Teil
gespeichert und iiber die Blutbahn fiir andere Organe bereitgestellt werden. Die Leber ist
mit einem Gewicht von 1,5 kg die grofite Driise des Menschen und befindet sich im
Oberbauch unter dem Zwerchfell. 70-80 % des der Leber zugefiihrten Blutes kommen aus
der Pfortader (Vena portae, nihrstoffreiches, O,-armes Blut), der Rest aus der Leberarterie
(Arteria hepatica propria, nédhrstoffarmes, O,-reiches Blut). Alle im Darm resorbierten
Stoffe erreichen die Leber durch die Pfortader mit Ausnahme der Chylomikronen, die
hauptséchlich iiber Lymphgefifie und den Ductus thoracicus in die V. subclavia und damit
in den systemischen Kreislauf gelangen. Chylomikronen enthalten hauptsichlich
resorbierte Triazylglyzerine der Nahrung. Das von der Leber abflieBende Blut gelangt iiber

die Lebervenen in die Vena cava inferior. Die Leber befindet sich somit in einer zentralen
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Position fiir die Aufnahme, den Metabolismus und die Anhdufung von
Stoffwechselprodukten sowie deren Verteilung iiber die Blutbahn. Die exokrine
Ausscheidung von Stoffen aus der Leber findet iiber die Galle statt, ein Vorgang der auch
fiir die Verdauung der Lipide von grofer Bedeutung ist. Die Leber ist von einer diinnen
bindegewebigen Kapsel (Glisson-Kapsel) umgeben, die im Bereich der Leberpforte (Porta
hepatis) verstirkt ist. Hier treten Pfortader, Leberarterie und Nerven ein sowie Gallenwege
und Lymphgefifle aus. Die sich in der Leber verzweigenden Gefifle und Ginge sind von
Bindegewebe umgeben. Sie reichen bis an die Leberldppchen.

Leberldppchen: Das Leberldppchen besitzt einen Durchmesser von etwa 1 mm. Im
Leberldppchen sind die Hepatozyten in Form von radialen, sich verzweigenden Platten
angeordnet (siche Abbildung 1.2). Wo drei oder mehrere Leberldppchen zusammenstof3en,
befinden sich die Periportalfelder, die auch Glisson-Trias genannt werden. Sie enthalten
neben Lymphgefidflen und Nervenfasern eine Venole, eine Arteriole und einen Gallengang.
Die Venole hat normalerweise den groBiten Durchmesser dieser Strukturen. Der
Gallengang, von kubischen Epitheln ausgekleidet, nimmt Gallenfliissigkeit der
Parenchymalzellen auf und fiihrt sie im Ductus choledochus dem Duodenum zu. Zwischen
den Hepatozyten der Lidppchen finden sich die sogenannten Sinusoide, die in der
Peripherie von zwei verschiedenen Gefdlen gespeist werden, den Venolen, die aus
Verzweigungen der Pfortader und den Arteriolen, die aus der Leberarterie hervorgehen.
Sie laufen auf das Lippchenzentrum zu und miinden dort in die Vena centralis ein. Bei den
Sinusoiden handelt es sich um weite Kapillaren (Durchmesser 10-30#m) vom
diskontinuierlichen Typ mit gefensterten Endothelzellen. Die Fenster (Durchmesser etwas
100 nm) bilden charakteristische Gruppen und erscheinen im Elektronenmikroskop wie ein
Sieb. Unter dem Endothel befindet sich der Disse-Raum, in den die Mikrovilli der
Hepatozyten hineinragen. Blutplasma kann aus den Sinusoiden durch die Endothelfenster
in den Disse-Raum gelangen und so mit der Oberfldche der Hepatozyten in Kontakt treten

(siche Abb. 1.2)
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Abb. 1.2 Dreidimensionale Darstellung eines Leberlappchens

Die Abbildung zeigt eine Dreidimensionale Darstellung eines Leberldppchens mit der V. centralis im
Zentrum und einem periportalen Zentrum und einem periportalen Feld (in der unteren Bildmitte), zwischen
denen die Sinusoide (S) und die Leberzellplatten (P) verlaufen. Auch die Kuppferzellen (K) sind zu
erkennen. Die griin dargestellten Leberzellen stellen schematisch den Kontakt der Hepatocyten mit den
Gallenkapillaren (BC) dar, die in den Gallengang miinden. (Nach Junqueira et al. 1996)

Makromolekiile wie Lipoproteine, Albumin oder Fibrinogen werden iiber den Disse-Raum
von der Leberzelle in das Blut abgegeben. Andere Stoffe wie Glukose werden je nach
Stoffwechselsituation entweder von den Hepatozyten aufgenommen oder freigesetzt. Den
Endothelzellen der Sinusoide sitzen auf der luminalen Seite stellenweise Makrophagen —
die Kupffer-Zellen — auf, die u. a. am Abbau von gealterten Blutzellen beteiligt sind. Im
Disse-Raum finden sich auch einzelne spezielle Zellen, die bei Speicherung und dem
Stoffwechsel von Vitamin A eine Rolle spielen, sogenannte Vitamin-A-Speicherzellen.

In der Peripherie der Leberldppchen wird am Beginn der Sinusoide arterielles Blut mit Blut
aus der Vena portae gemischt. Dadurch enthalten die Hepatozyten Sauerstoff und
Nahrungsstoffe. Im Zentrum der Leberldppchen wird das in seiner Zusammensetzung
verdnderte Blut in den Zentralvenen gesammelt und iiber Lippchenvenen und die Vena
hepaticae in die Vena cava inferior transportiert. Dieser Blutfluss durch das Leberldppchen
hat zur Folge, dass Sauerstoff und im Gastrointestinaltrakt resorbierte Substanzen zuerst
mit den peripheren Zellen in Kontakt kommen und dann mit den Hepatozyten im Zentrum
des Leberldppchens. Dadurch kénnen die peripheren Hepatozyten mit dem vorhandenen
Sauverstoff Fettsdauren und Glukose oxidativ abbauen. Die Hepatozyten im
Liappchenzentrum fithren dagegen bevorzugt anaerobe Glycolyse durch. Die oben
beschriebenen klassischen Leberldppchen teilen die Leber in Gebiete ein, die einen

gemeinsamen Blutfluss iiber die Zentralvene haben. Eine andere Sicht fasst Gebiete
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zusammen, die einen gemeinsamen Gallenabfluss besitzen. Das so definierte
Portalldppchen reicht bis zu den Zentralvenen. Betrachtet man die Versorgungsgebiete der
Venolen und Arteriolen als Grundeinheit der Leber, dann ist so der Leberazinus definiert.
In diesem kann man Zonen unterscheiden, die zuerst mit sauerstoff-und nihrstoffreichem
Blut versorgt werden (Zone I). In der Zone III erhalten die Hepatozyten Blut, welches

bereits in den Zonen I und II verdndert wurde.

Abb. 1.3 Aufbau des Kklassischen Leberlédppchens und der Leberazini.

Das klassische Lédppchen hat eine V. centralis im Mittelpunkt und wird von Linien begrenzt, die die
periportalen Felder verbinden (ausgezogene Linien). Rechts ein Schnitt durch eine Schweineleber, der den
Aufbau der Leber aus Lippchen besonders gut deutlich macht, weil hier die Lappchen mit etwas mehr
Bindegewebe wie beim Menschen abgegrenzt sind. Zu einem Leberazinus gehort das Gebiet, das von einem
terminalen Gefidfbiindel versorgt wird. Das Lebergewebe in der Umgebung einer terminalen Gefid3achse
gliedert sich in die Zonen I, IT und III. Balken=1mm. (Aus Junqueira et al. 1996)

1.4. Das Phinomen der peripheren Toleranz bei einer Plasmodium berghei-

Infektion

In der Arbeit von (Wick et al. 2002) konnte gezeigt werden, dass die Leber periphere
Toleranz induziert, die T-Zell-Homoostasis reguliert und intrahepatische T-Zellantworten
unterstiitzt. Die zweischneidige Rolle der Leber, zum einen als ein Organ, welches
systemische oder lokale T-Zellantworten toleriert, als auch als ein Organ, welches verstarkt
T-Zellen aktiviert und Gedichtniszellen bildet, macht diverse Forschungsgruppen
neugierig. Ein Beispiel fiir die ausgeprigte Toleranz der Leber sind Infektionen durch das
Hepatitis-B- oder C-Virus, in beiden Fillen kann sich eine chronische Variante der
Erkrankung ausbilden. In verschiedenen Arbeiten konnte hierzu nachgewiesen werden (Lai
et al. 2003; Poynard et al. 2003; Bertoletti et al. 2003), dass der Leberschaden nicht durch

das Virus selbst hervorgerufen wird, sondern durch die darauf folgende Immunreaktion.
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Dagegen existieren ebenfalls diverse Erkrankungen, ein Beispiel hierfiir wére die primér
bilidre Zirrhose, wo die Leber scheinbar kaum periphere Toleranz ausbildet und folglich
autoimmune Prozesse die Pathologie verstirken. Diese verschiedenen Wege der
Immunregulation zu verstehen ist wichtig, um die klinische Relevanz dieses Organs als
auch anderer Organe erfassen zu konnen. Kenntnisse iiber die Mikroanatomie und die
Funktion der Immunbiologie der Leber sind daher unabdingbar (vgl. 1.3 und 1.4). Die
Leber besteht aus parenchymatosen Zellen (Hepatozyten) und sogenannten ,,nicht®
parenchymatdsen Zellen (NPC). Die NPC bestehen zu 40 % aus sinusoidal-endothelial-
Zellen (SEC), 20 % Kupffer-Zellen (KC) und 20 % intrahepatischen Lymphozyten (IHL).
Die intrahepatischen Lymphozyten wiederum lassen sich zu 25% in NK-Zellen
unterteilen, 65 % T-Zellen (90 % davon sind a:B-T-Zellen, 10 % 7v:5-T-Zellen), 5 %
dendritische Zellen (DC), B-Zellen (<5 %) sowie sehr wenigen Sternzellen (<1 %). Das
Verhiltnis von CD4 zu CD8 Zellen der o:.-TCR-T-Zellen betréigt 1:3 in der Leber, im
Blut betrdgt das Verhiltnis 2 : 1. Die CD4-Helferzellen werden unterteilt in Ty1- und Ty2-
Untergruppen, abhingig von ihrer Produktion an Zytokinen. Die Tyl-Helferzellen
produzieren hauptsidchlich IFN-y, wihrend die Ty2-Helferzellen hauptsidchlich IL-4
produzieren.

In der Arbeit von (Parker er al. 2005) wurde die Funktion der angeborenen und
erworbenen Immunabwehr der Leber beschrieben. Aufgabe der angeborenen
Immunabwebhr ist unter anderem die Produktion an Akut-Phase-Proteine, die unspezifische
Pino- und Phagozytose, die unspezifische Tétung von Antigenen sowie die Beseitigung
von Fremdmaterial. Dagegen ist die Aufgabe der erworbenen Immunabwehr die
Vernichtung von aktivierten T-Zellen, die Induktion von Toleranz fiir eingewanderte und
gewebespezifische Antigene, die extrathymische Proliferation von T-Zellen und die
Vernichtung von Fremdmaterial.

Nach Ermittlung der Immunbiologie der Leber und somit der Anwesenheit bestimmter
Zellgruppen stellt sich nun die Frage, welche Zellart bzw. welche Pathways hauptséchlich
fiir die Induktion der peripheren Toleranz in der Leber verantwortlich sind. Diese Frage

wird im Diskussionsteil behandelt.
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1.5. Die Immunbiologie der Leber und die Rolle der Leber als immuntolerantes

Organ.

In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass sich wihrend der
Erythrozytenphase einer Malaria-Infektion eine Leberschiddigung entwickeln kann, obwohl
die Merozoiten (die Pathogene der erythrozytdren Phase) nicht direkt die Zellen der Leber
infizieren (Adachi et al. 2001). Phagozyten der Leber und der Milz sind eingebunden in die
Aufnahme infizierter Erythrozyten und freier Merozoiten, welche nach Aufbruch der
Erythrozyten frei werden (Singh ef al. 2002). Ferner konnte gezeigt werden, dass die
Anzahl an Immunzellen, T-Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen unter der
Plasmodium berghei-Infektion stark ansteigt, wihrend sich die Anzahl der Immunzellen in
der Milz gleichzeitig verringert. Die stationdren Makrophagen, die sogenannten
Kupffer'schen Sternzellen der Lebersinusoide, nehmen eine hohe Dosis des parasitiren
Antigens auf (Dockrell et al. 1980; Nobes et al. 2002).

2001 konnte nachgewiesen werden, dass Molekiile, die aus den Merozoiten frei werden,
das Immunsystem iiber den Toll-like-rezeptor (TLR)-myeloid-differentiation factor 88
(MyD88) pathway aktivieren, und diese dann IL-12 produzieren. Dieses Zytokin scheint
involviert zu sein an der Leberschidigung von Mdiusen, die durch Plasmodium berghei
infiziert waren (Adachi et al. 2001).

Die Bedeutung der Leber als ein Organ, welches periphere Toleranz induziert, riickt immer
mehr in den Vordergrund aktueller Forschung. So werden regelmifig Antigene aus dem
Intestinaltrakt (z. B. Bakterien oder Nahrungsantigene) iiber die Pfortader durch die Leber
geschleust, welche dann den zirkulierenden T-Zell-Pool aktivieren. Dennoch sind
inflammatorische Antworten eher gering (Crispe, 2003). In der Geschichte der
Transplantation fiel schon friith auf, dass die Leber ein Organ ist, welches nur selten nach
einer Transplantation abgestoBen wird, im Gegensatz zur Haut und Niere. Des Weiteren
finden sich hédufig Metastasen, zum Beispiel von malignen Melanomen, Lungen- oder
Mammakarzinomen in der Leber, welche Antigene in Form der Tumorzellen prisentieren,
wihrend inflammatorische Ablidufe gering ausfallen. Das Phinomen der Induktion der
peripheren Toleranz ldsst sich, wie Studien zeigen, unter anderem mit dem ausgeprigten
antiinflammatorischen Mikroenvironment begriinden (Limmer et al. 2000). Zu diesem
Mikroenvironment zédhlen die Kupffer'schen Sternzellen der Lebersinusoide sowie die
Leber-sinusoidal-endothelial-Zellen. Hierbei handelt es sich um ortsstindige

Makrophagen, die durchaus auch in den 'Disse-Raum' auswandern koénnen und die
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Antigene aufnehmen und prisentieren, welches anschlieBend zur T-Zellproliferation und
Zytokinproduktion fiihrt (Crispe, 2003). So konnte gezeigt werden, dass unter einer
Infektion mit Propionibacterium acnes die Anzahl der NKT-Zellen in der Leber sinkt,
wihrend die Anzahl an CD4- und CD8-T-Zellen steigt. Die gleichen Ergebnisse wurden
auch bei Miusen mit einer Fettleber gefunden (Matsui et al. 1997; Guebre et al. 2000).
Auch bei einer viral bedingten Hepatitis konnte immunologisch ein Anstieg an CD4- und
CD8-Zellen in der Leber nachgewiesen werden, wobei die CD8-T-Zellen CD45RO
exprimieren und hauptsidchlich in den Sinusoiden lokalisiert sind, wihrend die CD4-T-
Zellen, die CD45RA exprimieren, iiberwiegend in den Portalgefilen angesiedelt sind
(Fiore et al. 1997). Des Weiteren ist die Anzahl an y:8 T-Zellen bei einer viralen Hepatitis
in der Leber erhoht (Tseng et al. 2001). Das Zusammenspiel der Zellen des Immunsystems
in der Leber wurde bereits schon in Studien untersucht (Crispe 2001). Zirkulierende T-
Zellen in den Leber-Sinusoiden konnen mit Kupffer-Zellen und Leber-sinusoidal-
endothelial-Zellen (LSECs) interagieren. Antigene werden von den dendritischen Zellen
den CD4- und CD8-T-Zellen prisentiert. Ebenfalls konnen LSCEs- und Kupffer-Zellen
Antigene prisentieren. An dieser Stelle konnte nun die ganze Kaskade ablaufen, die man
bei aktivierten T-Zellen findet, aber stattdessen wurde eine ausgeprigte T-Zellapoptose in
der Leber gefunden (Crispe et al. 2000). Bei einer viralen Hepatitis konnte gezeigt werden,
dass es neben einer T-Zellaktivierung auch zu einer verstirkten Interaktion mit
Zelladhisionsmolekiilen (ICAM1), MHC-Klasse-II-Molekiilen (Volpes et al. 1990),
vaskuldren Zelladhidsionsmolekiilen (VCAMI1) (Garcia-Monzon et al. 1995) sowie co-
stimulatorischen Molekiilen der B7-Familie kommt (Mochizuki et al. 1997). Das
Zusammenspiel dieser Molekiile kénnte fiir die Induktion der peripheren Toleranz in der
Leber verantwortlich sein. In Experimenten, wo den Miusen zu einer Infektion zusitzlich
CTLA-4 gegeben wurde, konnte eine noch hohere Anzahl an apoptotischen CD4- und
CD8-T-Zellen in der Leber gefunden werden (Li ef al. 2001).
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Abb. 1.4 Das hepatische Mikroenvironment

Die Abbildung a) zeigt den Aufbau eines Leberlobulus. Histologisch gehoren zu einem Leberlobulus das
Lebergewebe, welches von den portalen GefidBlen (Lebervenen und Arterien) sowie einem Gallengang
eingeschlossen wird. Dieser Bereich wird auch Glisson'sche Trias genannt. Ein anastomosierendes Netzwerk
von arteriellen und venosen Kapillaren fliet zur Erndhrung der Hepatozyten durch die Leber-Sinusoide. In
den Lebersinusoiden ist eine Population von Makrophagen ansissig, bekannt als Kupffer'sche Sternzellen. b)
Abbildung B zeigt die Organisation der Sinusoide. Die Sinusoide werden von Endothelzellen (Leber-
sinusoidal-endothelial-Zellen (LSECs)), die eine gefensterte Membran haben, umgeben. Ferner findet man
Kupffer-Zellen, Lymphozyten und dendritische Zellen in den Leber-Sinusoiden. Die Kupffer-Zellen befinden
sich hauptsichlich im Lumen, konnen aber auch mit den Hepatozyten in Kontakt treten. Der subendotheliale
Raum, bekannt als Disse-Raum, ist der Ort, an dem die Lymphe abflieft in die lymphatischen Kapillaren in
dem Gebiet um die Zentralvene. (Abb. Cripe, 2003)

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Induktion der peripheren Toleranz gegen
Antigene hauptsidchlich innerhalb der Vena portae stattfindet (Sugiura et al. 1997;
Wrenshall et al. 2001). Diese Mechanismen miissten auch dazu beitragen, dass die Leber
Antigene zum Beispiel von Nahrung, Bakterien sowie von zirkulierenden Plasmodium-
infizierten Blutzellen tolerieren kann. Selbst bei den Experimenten, wo keine
korpereigenen Antigene iiber leberspezifische Promotoren exprimiert wurden, sondern
Fremd-Antigene, konnten keine inflammatorischen Prozesse gefunden werden. Selbst
passiv transferierte T-Zellen, die spezifisch sind fiir Antigene, die in der Leber exprimiert

werden, ignorieren diese Antigene, obwohl gezeigt werden konnte, dass diese T-Zellen die
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Leber iiber die Sinusoide mehrfach passieren und sie auch auf APC-Zellen ansprechen
(Limmer et al. 1998; Voehringer et al. 2000). Die periphere Toleranz konnte lediglich
gebrochen werden bei sehr starken inflammatorischen Stimuli, wie zum Beispiel sehr
starken infektiosen Agenzien wie das CpG- (Cytosine-phosphorothioate-guanine-)reiche
oligodeoxynukleotides (ODN). Das Applizieren von CpG-ODN ist in der Lage, das
Phinomen der Toleranz zu brechen und eine starke CDS8-T-Zell-Akkumulation zu
bewirken, welche anschlieBend autoaggressiv gegen die Hepatozyten wirken (Sacher et al.
2002).

Wie bereits unter 1.1. beschrieben, konnte in Studien gezeigt werden, dass CTLA-4 ein
negativer Regulator der T-Zellfunktion ist, welcher auf T-Zellen wahrend humaner Malaria
(Schlotmann et al. 2000), sowie auch durch Plasmodium berghei-induzierter Malaria im
Mausmodell exprimiert wird (Jacobs et al. 2002). Eine Blockade von CTLA-4 bewirkt eine
starke Akkumulation und Aktivierung an T-Zellen, wodurch eine Exazerbation der
Pathogenese bewirkt wird, welche letztendlich im Stadium der zerebralen Malaria endet.
Daraus konnte geschlossen werden, dass eine Bindung durch CTLA-4 die Hirnpathologie,
welche durch T-Zellen hervorgerufen wird, verhindern kann. Beispiele von Modellen der
Autoimmunitdt und oraler Toleranz-Induktion bestitigen auch, dass die Bindung von
CTLA-4 ein Schliisselprozess ist in der Induktion der peripheren Toleranz (Chambers ef al.

2001).
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1.6 Fragestellung und Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit sollte an Plasmodium berghei-infizierten Mausen die Funktion von CTLA-
4 insbesondere hinsichtlich histologischer Verianderungen in der Leber untersucht werden.
Ein Schwerpunkt lag dabei in der Fragestellung, ob y:8-T-Zellen wihrend der Blutphase
einer Plasmodium berghei-Infektion verstirkt in der Leber akkumulieren und ob diese iiber
CTLA-4 gesteuert werden. Des Weiteren sollte die Produktion der Zytokine (IFN-y, IL-12,
IL-18) aus Lymphozyten und deren Einfluss auf die Pathologie in der Leber ermittelt

werden.

Es konnte nachgewiesen werden, dass CTLA-4 auf T-Zellen wihrend der Blutphase
Plasmodium berghei-infizierter Miuse anwesend ist. Eine Blockade von CTLA-4 fiihrt zu
schweren Veridnderungen in der Histologie, iiber das Stadium der Fettleber bis hin zum
Stadium einer Hepatitis, kombiniert mit einer hohen Infiltration an IFN-y-produzierenden
Zellen. Die Daten zeigen, dass CTLA-4 wihrend einer Plasmodium berghei-Malaria die T-
Zellfunktion in peripheren Organen wie der Leber kontrolliert und somit einen wichtigen

Mechanismus fiir die Kontrolle der Pathologie unter einer T-Zellinflammation darstellt.
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2  Material & Methoden

2.1 Herkunft hiufig verwendeter Materialien und Reagenzien

2.1.1 Lebende Organismen

Miuse:

Als Miuse dienten im Bernhard-Nocht-Institut fiir Tropenmedizin geziichtete, weibliche
C57BL/6- (Haplotyp H2-b-)Miuse im Alter von 6—8 Wochen.

Ein Tierversuchsantrag der Behorde fiir Wissenschaft und Gesundheit der Hansestadt

Hamburg lag vor.

Parasiten:

Parasiten zur experimentellen Infektion wurden aus einer C57BL/6-Maus, die mit
Plasmodium berghei ANKA infiziert war und eine hohe Parasitimie aufwies, gewonnen.
Zur Aufbewahrung wurde infiziertes Blut mit dem Stabilat (0,9% NaCl, 4,6% Sorbitol und
35% Glycerol) in fliissigem Stickstoff eingefrohren.

2.1.2. Antikorper

Antikorper fiir Inmunfluoreszenzen und FACS-Analysen:

Hamster anti-Maus CTLA-4 ( UC10-U4F10-Uberstand ) BNI, Hamburg
Anti-CD4 (L3T4, dilution 1/50
Anti CDS (Ly-2, dilution 1/50

Anti-y:3 TCR, Hamster anti-mouse Caltag Laboratories

Anti-y:0 TCR, Hamster anti-mouse, fitc-conjugated Caltag Laboratories

Biotin anti-hamster IgG (G70-204,G94-56) Pharmingen, Becton Dickinson
Anti-rat IgG, fitc-conjugated Jackson ImmunoResearch

Laboratories, INC
Anti-rat [gG Rhodamine, tritc-conjugated Jackson ImmunoResearch

Laboratories, INC
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Rhodamine (tritc)-conjugated, Streptavidin

Rat anti-mouse CD4-Fitc, Klon: CT-CD4
Rat anti-mouse CD8a-Fitc, Klon: CT-CD8a

Antikorper fiir ELISA:

Ratte anti-Maus IFN-y (R4-6A2)

Biotin Ratte anti-Maus IFN-y (XMG1.2)
Ratte anti-Maus IL-2 (JES6-1A12)

Biotin Ratte anti-Maus IL-2 (JES6-5H4)
Ratte anti-Maus IL-10 (JES5-2A5)

Biotin Ratte anti-Maus IL-10 (SXC-1)

Ratte anti-Maus IL-12 p40/p70 (C15.6)
Biotin Ratte anti-Maus IL-12 p40/p70 (C17.8)

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, INC
Caltag Laboratories

Caltag Laboratories

PharMingen, BD,Hamburg
PharMingen, BD,Hamburg
PharMingen, BD,Hamburg
PharMingen, BD, Hamburg
PharMingen, BD, Hamburg
PharMingen, BD,Hamburg
PharMingen, BD,Hamburg
PharMingen, BD,Hamburg

Die verwendeten Chemikalien wurden in analytischem Reinheitsgrad, soweit nicht anders

angegeben, von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Fluka (Neu-Ulm) oder

Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Die Bezugsquellen hier nicht aufgefiihrter spezieller Reagenzien sind bei den jeweiligen

Methoden vermerkt.

Anti-Fade-Losung

BSA

Cohn-II (humane gamma-Globuline)
Fotales Kilberserum (FCS)
Gentamycin

3H-Thymidin

BiomedDia,
Zweibriicken

Serva Feinbiochemika,
Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, St. Louis, USA
PAA, Linz, Osterreich

Amersham,
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[1 mCi/ml]
L-Glutamin (100x)
Puffer fiir FACS

murines IL-2 (rekombinant)

murines IL-10 (rekombinant)
murines IL-12 (rekombinant)
murines IFN-y (rekombinant)

RPMI 1640 ohne L-Glutamin

Reflotron® GOT (AST), 30 Tests

Reflotron® GPT (ALT), 30 Tests

Szintillationsfliissigkeit fiir B-Counter

Triton X-100

Trypanblau

Tween 20

Wachsstift

Buckinghampshire, UK
PAA, Linz, Osterreich
Becton Dickinson
Immunocytometry Systems
San Jose, CA, USA
PharMingen, BD, Hamburg
PharMingen, BD,Hamburg
PharMingen, BD, Hamburg
PharMingen, BD, Hamburg
PAA, Linz, Osterreich
Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim

Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

Serva Feinbiochemika,
Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim

DAKO, Glostrup, Didnemark
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2.1.4 Kulturmedien, Puffer und Stammlosungen

Samtliche Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt und fiir

zelluldre Arbeiten vor Gebrauch sterilfiltriert oder autoklaviert.

Fotales Kilberserum (FCS) wurde zur Inaktivierung des Komplementsystems fiir 30 min

auf 56 °C erhitzt und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

Beschichtungs-Puffer
Fiir ELISA

Cohn-II-Stammlosung

Einfriermedium

Erythrozyten-Lysis-Puffer

FACS-Puffer

PBS (20x)

PBS-Tween fiir ELISA

Losung 1
Losung 11

10 mM Na2C03
20 mM NaHCO;

Zu 70 ml Losung I wird so viel Losung 11 gegeben,

bis sich ein pH von 9,6 eingestellt hat.

10 mg/ml in 1x PBS

FCS
RPMI 10 % FCS
DMSO

0,1 M Tris/HCL (pH 7,5)
0,158 M Ammonium-

chloridlésung

FCS
NaN3
Ad 111 x PBS

Na,HPO, x 2H,0
NaH,PO, x H,O
NaCl

ad 11 H5O dest.

50 % (vIv)
40 % (v/v)
10 % (v/v)

10 % (vIv)

90 % (vIv)

25 ml (Endconz. 2,5 % (v/v)

1 g (Endconz. 2,5 % (w/v))

3¢
53 ¢g
164 g

ergibt fiir 1x PBS dann pH 7,2

0,05 % (v/v) Tween 20 in 1x PBS
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RPMI-Medium RPMI 1640 500 ml
FCS 50 ml
L-Glutamin 200 mM S5ml

Gentamycin [10 mg/ml] 2,5 ml
Saponin-FA CS-Puffer FACS-Puffer + 0,5 % (w/v) Saponin
Stopp-Puffer fiir ELISA 2 M H,SO,
Substrat-Puffer fiir NaH,PO, x H,O 13,8 g (Endconz. 100 mM)
ELISA NaOH konz. bis pH 5,5

Ad 1 1H,0 dest.

Substratlosung fiir ELISA TMB-Losung 1:60

H>0,, 30 % 1: 10.000

in Substrat-Puffer

TMB-Losung Tetramethylbezidin (TMB) 60 mg
DMSO 10 ml

Trypanblau-Stammlosung 2 mg in 100 ml x PBS
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2.1.5 Laborgerite und Hilfsmittel

Tab. 2.1: Laborgerite und Hilfsmittel mit Bezugsquelle

Bezeichnung Hersteller
Analysenwaage Sartorius AG, Gottingen
[B-Szintillationszdhler ,,1450 MicroBeta TriLux EG & G Wallac, Turku,
Liquid Scintillation & Luminescence Counter* Finnland
CO,-Inkubator Heraeus Instruments, Hanau
Deckglédschen Engelbrecht, Edermiinde
Digitalwaage Kern & Sohne, Alberstadt
ELISA-Reader ,,Lambda E* MWG Biotech, Ebersberg
Eppendorfreaktionsgefiie (0,5; 1,5; 2 ml) Eppendorf, Hamburg
FACS-Rohrchen Becton Dickinson, Heidelberg
FACScan Flow Cytometer Becton Dickinson,

Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA

FACS Sorter FACSCalibur Becton Dickinson,
Immunocytometry Systems,
San Jose, CA, USA

Falcon-Rohrchen Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
Filter Top-Flaschen (50 ml, 25 crnz) Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
Gewebekulturflaschen (10, 30 ml) Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
Glaspipetten Brand, Wertheim
Kaniilen Braun, Melsungen
Kippschiittler , DUOMAX 2030 Janke & Kunkel,
IKA Labortechnik, Staufen
Magnetriihrer ,,IKAMAG RCT* Janke & Kunkel,
IKA Labortechnik, Staufen
MICROLON-ELISA-Platten Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
Mikroskop ,,Wilovert* Hund, Wetzlar
Mischgerit (Vortexer) ,,MS 1 Minishaker* Janke & Kunkel
IKA Labortechnik, Staufen
Multipetten ,,Research pro* Eppendorf, Hamburg
Objekttriger Engelbrecht, Edermiinde
Pasteurpipetten Brand, Wertheim
Petri-Schalen, beschichtet Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Petri-Schalen, unbeschichtet Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe
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pH-Meter ,, WTW pH 537
Photomikroskop ,,Axioskop 2plus*
mit digitaler Kameraanlage

Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettierhilfe ,,pipetus-akku‘
Plastikpipetten

Spritzen

Sterile Arbeitsbank ,,Lamin Air HB 2448
Sterilfilter (PorengréBe 0,2 4m)

Sterilfilter (Porengrofe 0,45 um)

Zihlkammer nach Neubauer (0,1 x 0,0025 mm?)
Zellerntegerit ,,INOTECH Zellharvester-System*

Zentrifugenrohrchen, Spitzboden (15, 50 ml)
Zenrifugen:

— Cytospin-Zentifuge ,,Cytospin 3

— Tisch-/Mikrozentrifuge ,,Centrifuge 5415 C*
—Heraeus ,,Megafuge 1.0%, ,,Megafuge 1.0 R*,
,»Omnifuge 2.0 RS*

Labotec, Wiesbaden

Carl Zeiss, Oberkochen;
Kamera: Hamamatsu;
Software ,,Openlab®,
Improvision, Coventry, UK
Gilson Medical Electronics,
Frankreich; Eppendorf,
Hamburg

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen; Gilson,
Villiers-le-bel, Frankreich;
Sarstedt, Niimbecht
Hirschmann, Eberstadt
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Braun, Melsungen

Heraeus Instruments, Hanau
Millipore, Bedford, MA, USA
Schleicher & Schuell, Dassel
Brandt, Melsungen
INOTECH AG, Dottikon,
Schweiz

Becton Dickinson, Heidelberg

Shandon-Life Sciences
International GmbH, Frankfurt
Eppendorf, Hamburg
Heraeus-Sepatech, Hanau
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2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit Plasmodium berghei

2.2.1.1 Infektion von Mausen mit Plasmodium berghei

Die Infektion der Miuse erfolgte intraperitoneal mit einer Infektionsdosis von 1 x 10° mit

Sporozoiten befallenen Erythrozyten.
2.2.1.2 In vivo-Blockade von CTLA-4

Am Tag der Infektion mit Plasmodium berghei-infizierten Erythrozyten wurde einer
definierten Anzahl an Méiusen zusitzlich 500 gg eines monoklonalen Anti-CTLA-4-
(4UF10-)Antikorpers in die Peritonealhohle gespritzt. Alternativ bekam eine andere
Versuchsgruppe an Miusen nur 500 u#g des monoklonalen Anti-CTLA-4-Antikorpers in
die Peritonealhohle injiziert.

Die Auswirkung der Blockade wurde anhand der Uberlebenszeiten der infizierten Miuse

beobachtet.

2.2.1.3 Bestimmung der Parasitimie

Der Verlauf einer Infektion mit Plasmodium berghei wurde anhand der Anzahl an
Parasiten im Blut der Maus verfolgt. Hierzu wurde der infizierten Maus die Schwanzvene
punktiert, so dass ein Tropfen Blut heraustrat. Die Blutausstriche wurden anschlieBend mit
der Wright-Stain-Losung gefdrbt und mikroskopisch ausgewertet. Eine Bestimmung der
Gesamtanzahl an Erythrozyten und davon infizierter Erythrozyten erfolgte bei einer
VergroBerung von 20x unter Ol. Mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer wurden jeweils

mindestens fiinf Gesichtsfelder und mindestens 300 Zellen ausgezihlt.
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2.2.2 (Maus- und) Zellpriparation

2221 Gewinnung einzelner Organe aus der Maus

Nach einer Inkubationszeit von zirka 8 Tagen wurde unter Narkose mit Metofane (Janssen,
Neuss) durch Herzpunktion Blut entnommen, bevor die Miuse getotet und die Leber sowie
die Milz steril herauspréipariert wurden. AnschlieBend wurden die Organe zur Priparation
von Milzzellen oder Leberlymphozyten weiterverarbeitet oder alternativ in Einfriermedium

eingebettet und bei —80 °C bis zur weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

2222 Gewinnung von Milzzellsuspensionen

Die steril herauspriparierte Milz der Maus wurde mit Hilfe einer 0,4-¢m-Kaniile mit 5-ml-
Erythrozyten-Lysis-Puffer griindlich durchgespiilt. Nach vollstindiger Lyse der
Erythrozyten wurde die Zellsuspension mit RPMI-Medium mit 5% FCS gewaschen
(1.200rpm, 4 °C, 10 min), bevor die Zellzahl bestimmt wurde. Die lebenden Zellen

wurden bei Wartezeiten zwischen den einzelnen Arbeitsschritten auf Eis gelagert.

2223 Zellzdhlung

Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurden die Zellen in einer Neubauer-Zihlkammer
ausgezihlt. Die Lebendzellzahl wurde durch den Trypan-Ausschlusstest bestimmt.
Lebende Zellen schlieen den Farbstoff Trypanblau aktiv aus und sind so von toten Zellen,
bei denen der Farbstoff ins Zellinnere eindringt, zu unterscheiden.

Eine Aliquot-Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen Trypanblaulésung
gemischt und unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors in der Neubauer-
Zihlkammer ausgezihlt. Dabei wurden jeweils vier GroBquadrate (mit jeweils 16 Késtchen

=0,1 w4l ) ausgezihlt und die Zellzahl der lebenden Zellen mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl/GroBquadrat x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellzahl/ml
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2224 T-Lymphozyten-Isolation aus der Leber

Zur Isolation von T-Lymphozyten aus der Leber musste die Leber zuerst ausreichend mit
PBS 1ml durchgespiilt werden, um moglichst eine groe Anzahl an Erythrozyten zu
entfernen. Dazu wurde die noch in der Maus vorhandene Leber mit einer Pinzette
angehoben und so das grofe, in die Leber einziehende Blutgefall (Vena cava) freigelegt.
Anschlieend wurde mit einer Spritze und einer Kaniile (griin) zirka 1 ml PBS in die Vena
cava injiziert, bis die Leber maximal anschwoll und blass wurde. Beim Herausziehen der
Kaniile floss das Gemisch aus Blut und PBS aus der Leber ab.

Im néchsten Schritt wurden die Zellen homogenisiert. Dazu wurde zuerst die Leber in
Stiicke geschnitten und zerdriickt, dann mit 25 ml PBS gewaschen, zentrifugiert und erneut
mit 25 ml PBS gewaschen. Danach wurde das im Falcon-Rohrchen verbleibende Pellet in
9ml PBS resuspendiert, so dass man ein Endvolumen von 10 ml erhielt. Anschlieend
wurden 5 ml 80%iges Percoll (NaCl 80 g/l, Na,HPO4 11,5 g/1, KCL 2 g/1, KH,PO4 2 g/l in
10x PBS-Puffer, 7,4) dazugegeben und gemischt. Diese Losung wurde sehr vorsichtig und
gleichmifig auf zwei Falcon-Rohrchen verteilt, die zuvor mit 5 ml reiner Percoll-Losung
(80 %) aufgefiillt wurden. Dabei bildeten sich somit zwei Phasen in den Falcon-Réhrchen,
die dann fiir 20 min bei 2.000 rpm zentrifugiert wurden. AnschlieBend wurde die durch
Zentrifugieren entstandene Interphase, welche Lymphozyten, Erythrozyten und einige
Hepatozyten enthielt, mit einer Eppendorf-Pipette abgesaugt. Die geernteten Zellen
wurden mit PBS-Puffer gewaschen, bevor mit Erythrozyten-Lysis-Puffer eine Depletion
der Erythrozyten erfolgte. Nach einem zweiten Waschvorgang mit PBS-Puffer wurden die

Zellen gezihlt, wobei mindestens eine Zellzahl von 10° erreicht werden sollte.
2.2.2.5 Messung der Zellproliferation (Proliferationstest)

Das Prinzip dieser Messung beruht darauf, dass jede sich teilende Zelle DNA synthetisiert.
Stellt man diesen Zellen radioaktiv markiertes Thymidin (*H-Thymidin), ein Baustein der
DNA, zur Verfiigung, wird dieses wéhrend des Teilungsvorgangs in die DNA der Zellen
eingebaut. Je mehr Zellen proliferieren, desto mehr 3H—Thyrnidin bauen sie ein und desto

hoher ist demzufolge die Radioaktivitiit.
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In der praktischen Durchfiihrung sah der Arbeitsvorgang wie folgt aus:

Zuerst wurde der Uberstand von in 96-Loch-Gewebekulturplatten kultivierten Zellen bis
auf ein Restvolumen von 50 g4l abgenommen. Dann wurden 50 g frisches Medium sowie
20 1 3H—Thymidin—haltiges Medium [0,01 mCi/ml] zugegeben, so dass sich eine finale
Konzentration von 0,2 uCi 3H—Thyrnidin pro Ansatz ergab. Zwei Triplikate mit 50 1
Medium, die keine Zellen enthielten, dienten als Negativkontrollen. Die Proliferation der
Zellen wurde nach einer Inkubationszeit von 18 Stunden durch Einfrieren bei (—20 °C) der
Gewebekulturplatten gestoppt. Fiir die Bestimmung des Thymidin-Einbaus wurden die
Zellen mit Hilfe eines automatischen Zellerntegerits geerntet, wobei sie mit Aqua dest.
lysiert und durch einen Glasfaserfilter gesaugt wurden. Die DNA wurde dabei in dem
Filterpapier zuriickgehalten, dieses wurde in einer Mikrowelle getrocknet und danach mit
Szintillationsfliissigkeit ~ getrdnkt in  eine  Plastikhiille eingeschweifit.  Die
Szintillationsfliissigkeit wandelte die nicht direkt messbare B-Strahlung in Lichtblitze um,
schlieBlich konnte so die Radioaktivitit in einem B-Szintillationszéhler bestimmt werden.
Die gemessene Radioaktivitit wurde in Zerfillen pro Minute (counts per minute, cpm)

angegeben.

2.2.3 Gewebe und deren Aufbereitung

2231 Aufbereitung der Organpréparate

Die frisch entnommenen Préiparate wurden in kleine (0,5 cm’) grofe Stiicke geschnitten,
auf Cryotubes (Roth, Karlsruhe) gelegt und mit Einbettmedium (Jung, Heidelberg)
eingedeckelt.

AnschlieBend wurden die so vorbereiteten Prédparate fiir fiinf Minuten in fliissigen
Stickstoff gelegt und schockgefroren. Zur weiteren Verwendung wurden sie bei —70 °C

gelagert.
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2232 Kryostatschnitte

Die eingefrorenen Gewebeblocke wurden bei —25 °C bis —30 °C im Cryostaten (2800-
Frigocut E, Reichert-Jung, Heidelberg) geschnitten. Die 5-9 um starken Schnitte wurden
auf beschichtete Objekttrager aufgenommen und iiber Nacht getrocknet. Nach Fixation fiir
zehn Minuten im eisgekiihlten Aceton, trockneten die Objektrager fiir weitere 24 Stunden,

bis sie direkt benutzt werden konnten, oder wurden bei —70 °C gelagert.

2.2.3.3 Beschichtung der Objekttriager

Die staubfreien Objekttriger wurden in ein Gemisch aus 5 ml Silan (Fluka, Neu-Ulm) und
245 ml Aceton (Roth, Karlsruhe) fiir zehn Sekunden eingetaucht und viermal mit aqua
dest. gewaschen. Die beschichteten Objektriger trockneten iiber Nacht und wurden bis zur

weiteren Verwendung staubfrei gelagert.

2234 Paraffinschnitte

Die Paraffinschnitte von Leber und Milzgewebe wurden mit freundlicher Genehmigung
von der Abteilung fiir Pathologie unter der Leitung von Prof. Dr. Paul Racz, Tropeninstitut

Hamburg, bereitgestellt.

2.2.35 Hématoxilin-Eosin-Firbung

Fiir zwei Minuten wurden die fixierten Préparate in Hamalaun-Losung (1 H#@matoxilin,
0,2 g Natriumjodat, 50 g Kalialaun, 50 g Chlorhydrat, 1 g Zitronensédure auf 1.000 ml aqua
dest..; alles Fa. Merck, Darmstadt) gelegt und anschlieend zehn Minuten unter flieBendem
Wasser gebldut. Danach wurden die Priparate fiir 40 Sekunden in Eosin-Losung (1 g Eosin
auf 100 ml aqua dest. Sigma, Deisenhofen ) getaucht, in aqua dest. eine Minute gespiilt und
dann in der aufsteigenden Alkoholreihe entwissert. Zum Schluss musste das Priparat drei
Minuten in Xylol liegen, bevor der feuchte Schnitt mit Eukit (Kindler, Freiburg)
eingedeckt und das Deckglas aufgelegt wurde.
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2.2.4 Immunhistochemie

2241 Indirekte immunhistologische Doppelfirbung

In dieser Arbeit wurde die Methode der immunhistologischen Doppelfarbung benutzt, um
CTLA-4 und weitere Molekiile darzustellen. Hierbei war es entscheidend, auch die
schwache Expression von CTLA-4 sichtbar zu machen. Dazu wurden die fixierten
Priparate auf dem Objekttriger mit einem Wachsstift (Dako, Glostrup, Didnemark)
umkreist, um so definierte Volumina an Firbelosung einsetzen zu konnen. Anschlieend
wurden die Priaparate mit 20 g1 Cohn-II fiir 15 min blockiert, um unspezifische Bindungen
an Fc-Rezeptoren von Monozyten und Makrophagen wihrend der weiteren Schritte zu
verhindern. Dieser Arbeitsgang sowie die darauf folgenden Inkubationsschritte wurden in
einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgefiihrt, um das Austrocknen zu
verhindern.

Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Puffer wurden 25 41 des monoklonalen anti-CTLA-4
(4UF10, anti-Hamster IgG) sowie 254 anti-CD4 (L3T4, Ratte IgG 1:100) als
Primirantikorper auf die Priparate gegeben. Um das Ausmalf} unspezifischer Bindung der
Fluoreszenz-markierten Sekundirantikdrper beurteilen zu konnen, wurde stets eine
Negativkontrolle ohne Primérantikorper mitgefiihrt. Nach einer Inkubation von 45 min
wurde erneut dreimal gewaschen, bevor 25 ul des biotinylierten anti-Hamster IgG 1: 100
sowie 25 41 des anti-Ratte IgG 1:50, FITC konjugiert, fiir 45 min auf die Priparate
gegeben und im Dunkeln gelagert wurde. Der Einsatz von biotinylierten Antikdrpern
gegen Antikorperbestandteile des Primirantikorpers fiithrt zu einer Verstirkung, da
mehrere Biotinreste sich auf den Antikorpern befinden. Dies wird erreicht, indem
Biotinreste in der Ndhe des Primirantikrpers durch eine nachfolgende Gabe von TRITC-
markiertem Streptavidin, das vier Bindungsstellen fiir Biotin besitzt, sichtbar gemacht
werden konnen. Die hohe Affinitit von Streptavidin zu Biotin garantiert eine hohe
Spezifitiat. Daher wurden nach dreimaligem Waschen mit PBS im néchsten Férbeschritt
50 4l Streptavidin-Tritc 1:200 verdiinnt fiir weitere 45 min als Tertidrantikdrper auf die
Priparate gegeben. AnschlieBend wurden die Préparate nach erneutem Waschen mit Anti-
fade-solution eingedeckelt und wie in (2.2.8.1) beschrieben ausgewertet und dokumentiert

(2.2.8.2).
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In einigen Experimenten wurden von den Préparaten Schichtaufnahmen erstellt und mit
Hilfe der digitalen Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet. Diese ermdglicht eine bessere

Darstellung der einzelnen optischen Ebenen.

2.2.5 Immunfluoreszenzfirbung von Einzelzellsuspensionen

2.25.1 Cytospin (Immunférbung von Zytozentrifugationen)

Die Zytozentrifugation ist eine Methode, um eine Zellsuspension in bestimmter
Konzentration auf einen Objektriger zu bringen, ohne dass sich Salzkristalle bilden. Dazu
wurden 100-200 gl Zellsuspension, die etwa 1 x 10% bis 1x 10° Zellen enthielten, in einen
Trichter gegeben und durch Zentrifugation in der Zytospinzentrifuge (600 rpm, 10 min) auf
den Objekttriger transferiert. Das Medium, in dem sich die Zellen befanden, wurde bei
diesem Vorgang von dem Filterpapier (Schleicher & Schuell, Dassel) aufgesogen.

Die Objektrager mit den Zellen wurden iiber Nacht getrocknet, anschlieBend zehn Minuten
mit Aceton fixiert und zum Trocknen einige Stunden stehen gelassen. Die sogenannten
Cytospins wurden entweder sofort gefiarbt oder bei —20 °C bis zur weiteren Verwendung

eingefroren.

Vor der Fiarbung wurden die auf den Objektriger aufgebrachten Zellen mit einem
Wachsstift umfahren und anschlieBend mit 20 1 Cohn-1II fiir mindestens 15 min blockiert.
Auf diese Weise konnen unspezifische Bindungen an die Fc-Rezeporen der Zellen von
Monozyten und Makrophagen verhindert werden. Alle Inkubationsschritte wurden in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur durchgefiihrt, um Austrocknen zu verhindern.

Im néchsten Schritt wurden die Zellen mit dem jeweiligen Antikorper in einer Verdiinnung
von 1:100 bis 1:500 in PBS fiir 60 min inkubiert, danach dreimal in einem mit PBS
gefiillten Objekttrigerstinder fiir 5-10 min gewaschen und im Falle der indirekten
Immunfluoreszenz mit dem zweiten fluoreszenzmarkierten Antikorper (1: 100 bis 1:500
Verdiinnung in PBS) inkubiert. Nach dieser sechzigminiitigen Inkubation im Dunkeln
wurden die Objekttriger erneut dreimal in PBS gewaschen, bevor die Zellen mit einem
Tropfen Anti-Fade-Solution und einem Deckgldschen bedeckt wurden. Im Falle der

direkten Immunfluoreszenz wurde ohne einen zweiten Firbeschritt eingedeckt.
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Es wurde stets eine Negativkontrolle ohne Primirantikérper mitgefiihrt, um das Ausmal
unspezifischer Bindung der Fluoreszenz-markierten Sekundérantikérper beurteilen zu
konnen.

Die Auswertung wurde am Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt.

2.2.5.2 Durchflusscytometrie (FACS)

Durch eine FACS-Analyse konnen fluoreszenzmarkierte Finzelzellen auf ihre
Fluoreszenzintensitdt  untersucht werden. Hierzu werden die Zellen mit
Detektionsmolekiilen inkubiert, die entweder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt oder iiber einen fluoreszenzmarkierten Antikdrper gegen das bindende Molekiil
identifiziert werden. Die an die Zelloberfliche gebundenen, fluoreszierenden
Detektionsmolekiile werden in einem FACS-Gerit (FACScan oder FACSCalibur Flow
Cytometer) an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt, und ihr emittiertes Licht wird gemessen.
Die einzelnen Firbeschritte erfolgten auf Eis bzw. wurden bei 4 °C durchgefiihrt, da die
Zellen noch unfixiert waren.

Bei jeder Farbung wurden 1 x 10° bis 1x 10° der zu untersuchenden Zellen in ein FACS-
Rohrchen pipettiert, zweimal mit FACS-Puffer gewaschen und die Fc-Rezeptoren der
Zellen mit 25yl des B-Zell-Hybridoms Cohn-II fiir mindestens 15 Minuten blockiert.
Anschlieend wurde pro Ansatz 1 1 Primérantikorper in 25 yl FACS-Puffer oder 50
eines konzentrierten Hybridoma-Kultur-Uberstandes auf die Zellen gegeben. Nach 30 min
Inkubationszeit wurden die Zellen abzentrifugiert, mit FACS-Puffer gewaschen und erneut
abzentrifugiert. Dieser Vorgang musste zweimal wiederholt werden. Falls der
Primérantikérper nicht Fluoreszenz-markiert markiert war, wurde nun der
Fluoreszenzfarbstoff-konjugierte Sekundérantikérper (1 g4l) in 100 g1 FACS-Puffer fiir
30 min (Lagerung im Dunkeln) zu den Zellen gegeben.

Anschliefend wurde dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und die gefirbten Zellen
schlieBlich mit 300 g1 Paraformaldehyd-Losung in PBS-Puffer fixiert.

Die Messung der fluoreszenzmarkierten Zellen erfolgte in einem FACScan oder
FACSCalibur Flow Cytometer. Die aufgenommenen Daten wurden mit Hilfe des
Computerprogrammes CellQuest (Becton Dickinson, Heidelberg) ausgewertet. Die
Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Histogrammen, in denen die Zellzahl gegen die
Fluoreszenz aufgetragen wurde. Im Falle der indirekten Immunfluoreszenz wurde stets

eine Negativkontrolle ohne Primérantikorper durchgefiihrt, dazu wurden Fluoreszenz-
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markierte unspezifische Antikorper (Isotypenkontrolle) oder Zellen, die nur mit dem

Sekundirantikorper gefarbt wurden, verwendet.

2.2.6 Enzym-gekoppelter Immunosorbent-Assay (ELISA)

Mit dieser Methode konnen l6sliche Molekiile mit hoher Empfindlichkeit spezifisch
nachgewiesen werden. Dabei bindet das gesuchte Antigen an einen immobilisierten
Antikorper und wird anschlieBend durch einen zweiten Antikorper detektiert. Durch die
Verwendung von biotinylierten sekundédren Antikérpern kommt es zu einer Amplifikation
des Signals. In den hier durchgefiihrten ELISAs wurden die Konzentrationen an IFN-y, IL-
2, IL-10 und IL-12 gemessen.

Tab. 2. :Konzentrationen der beim ELISA eingesetzten Antikorper

Zytokin Capture-Antikorper Biotin-Antikorper
IFN-y 2 pg/ml 0,5 ug/ml

IL-2 1 pg/ml 1 ug/ml

IL-10 2 pug/ml 1 pg/ml

IL-12 2 pg/ml 0,5 ug/ml

Fiir die hier durchgefiihrten ELISAs wurden 96 well-ELISA-Platten mit einem fiir das
nachzuweisende Zytokin spezifischen Capture-Antikoérper in Coating-Puffer (50 gl pro
Loch) beschichtet. Die Bindung des Antikorpers erfolgte iiber Nacht bei 4 °C aufgrund
unspezifischer Wechselwirkungen mit der Materialoberfliche. Ungebundene Antikorper
wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS-Tween entfernt. AnschlieBend wurden noch
freie Oberflichenbindungsstellen mit Blockpuffer iiber zwei Stunden blockiert, um
unspezifische Bindungen der folgenden Antigene und Antikérper zu verhindern. Nach
erneutem Waschen wurden jeweils 504 der Kulturiiberstinde in die entleerten
Plattenvertiefungen pipettiert. Auf jeder Platte wurde zusétzlich eine Standardreihe mit
Doppelwerten mitgefiihrt. Nach einer Inkubation iiber Nacht bei 4 °C wurde viermal mit
PBS-Tween gewaschen und im Anschluss der zweite biotinylierte Antikorper in 0,1 %
(w/v) BSA in PBS (1:10.000) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden

wurde erneut fiinfmal gewaschen, bevor ein Streptavidin-Peroxidase-Konjugat (1: 10.000
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in Coating-Puffer) in die Vertiefungen gegeben wurde. Biotin bindet mit einer sehr hohen
Affinitdt spezifisch an Avidin, eine Stunde spiter bei Raumtemperatur haben sich somit
stabile Komplexe zwischen den biotinylierten Antikdrper und dem Enzym-markierten
Streptavidin gebildet. Nach sechsmaligem Waschen mit PBS-Tween wurde schlielich die
3,5,3",5'-Tetrametylbenzidin- (TMB-)Substratlosung zugegeben. Dabei wird durch die
Peroxidase, die proportional zu dem nachzuweisenden Zielmolekiil im jeweiligen Ansatz
vorhanden war, das farblose TMB in einen blauen Farbstoff umgewandelt. Nach einer
Reaktionszeit von ca. 10 min wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 25 ul Stopp-
Losung beendet. Bei diesem Vorgang erfolgte ein Farbumschlag zu Gelb. Die Detektion
erfolgte unmittelbar im Anschluss photometrisch mit Hilfe des ELISA-Readers bei einer

Wellenldange von 405 nm.

2.2.7 Enzymbestimmung GOT/GPT aus Mausserum

Die Bestimmung der Leberenzyme GOT und GPT erfolgte durch eine Analyse
verschiedener Mausseren. Den C57BL/6-Méusen wurde zuvor entweder nur Plasmodium
berghei, anti-CTLA4 oder beide Komponenten gespritzt. Zirka 8 Tage nach der Infektion
wurde den Miusen 1-2ml Blut unter Narkose mit Metofane (Janssen, Neuss) durch
Herzpunktion entnommen, zentrifugiert, und mit Hilfe des Reflotron® (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) wurde das Serum der Miuse analysiert. Dabei wurden 32 gl des
Serums direkt auf das Testfeld spezieller Reflotron®-GOT und GPT- Teststreifen (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) pipettiert. Analysierte das Gerit nach 123 Sekunden einen
Messwert im oberen Grenzbereich, so erschien in der Anzeige der Vermerk ,,Linearitit
ungepriift“. In diesem Fall musste dann mit einer 1:2- bis 1:10-Verdiinnung in 0,9 %
NaCl gearbeitet werden. Die Enzymwerte wurden als Aktivitit U/l angegeben und nach

jedem Messvorgang automatisch ausgedruckt.



2. Material & Methoden 38

2.2.8 Auswertung und Dokumentation

2.2.8.1 Auswertung der immunhistologischen Préiparate

Die Auswertung der Fluoreszenzpridparate erfolgte mit dem Photomikroskop ,,Axioskop
2plus* (Carl Zeiss, Oberkochen). Jedes Priparat wurde einzeln ausgezidhlt, mindestens fiinf
Gesichtsfelder mit ca. 250 Zellen wurden dabei betrachtet und ausgewertet. Dies erfolgte
bei einer VergroBerung 20/1.000 sowie 40/1.000fachen VergroBerung. Mit zwei
verschiedenen Filtern lieBen sich die beiden Fluoreszenzfarbstoffe FITC und TRITC
getrennt anregen. Fiir FITC (Fluoresceinisothiocyanat) wurde ein Anregungsfilter von
450-490nm und ein Sperrfilter von 515-565nm  benutzt. Fir TRITC
(Tetramethylrhodaminisothiocyanat) wurden ein Anregungsfilter von 546 nm und ein

Sperrfilter von 590 nm verwendet.

2.2.8.2 Fotografische Dokumentation

Auf dem Photomikroskop ,,Axioskop 2plus“ war eine Kleinbildkamera montiert
(Hamamatsu), mit der die fotografische Dokumentation erfolgte. Die Fotos wurden mit der
Software ,,Openlab®“ (Improvision, Coventry, UK) bearbeitet und gespeichert.
Anschlieend auf eine Foto-CD eingescannt, mit dem Programm Adobe Photoshop
nachbearbeitet und mit dem Apple Color Style Writer 2500 Tintenstrahldrucker mit Foto-

Farbpatrone ausgedruckt.
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3  Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte an Plasmodium berghei-infizierten Méusen die Funktion von CTLA-
4 insbesondere hinsichtlich der Regulation der Pathologie in der Leber untersucht werden.

Eine Blockade von CTLA-4 fiihrt zu schweren histologischen Veridnderungen, iiber das
Stadium der Fettleber bis hin zum Stadium einer Hepatitis, kombiniert mit einer hohen
Anzahl an IFN-y-produzierenden Zellen. Die Daten zeigen, dass CTLA-4 wihrend einer
Plasmodium berghei-Malaria die T-Zellfunktion in peripheren Organen wie der Leber
kontrolliert und somit einen wichtigen Mechanismus fiir die organspezifische Pathologie

unter einer T-Zellinflammation darstellt und an der Kontrolle beteiligt ist.

3.1 Eine CTLA-4-Blockade fiihrt zu einer Verschlechterung des Krankheitsbildes,
mit schweren histologischen Verinderungen, wihrend einer Plasmodium

berghei-Infektion.

Wie bereits nachgewiesen wurde, findet man wéhrend der Blutphase der Malaria in Leber
und Milz eine starke Akkumulation von infizierten Erythrozyten, die sich durch eine
charakteristische Anreicherung des Malariapigments in den betroffenen Organen
auszeichnet (Jacobs et al. 2002). Mit Hilfe der HE-Fiarbung an Leberschnitten von
Plasmodium berghei-infizierten C57B1/6-Miusen konnte gezeigt werden (Abb. 3.1A), dass
sich in der Leber leichte morphologische Veridnderungen zeigen, in Form von aktivierten
Kupffer'schen Sternzellen und erweiterten Sinusoiden. Bei Maiusen hingegen, die
zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden, findet man schwere histologische

Verinderungen, die auf den Zustand einer Fettleber hinweisen (Abb. 3.1.B).
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Abb. 3.1 CTLA-4 regullert die Leberpathologie
Die pathologischen Veridnderungen der Leber von infizierten Méusen (A) und solchen, die zusétzlich mit
anti-CTLA-4 behandelt wurden (B), wurde histologisch untersucht. Durch die histologischen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine Blockade von CTLA-4 durch einen monoklonalen
Antikorper zu einer verstiarkten Pathologie in der Leber fiihrt. Auf beiden Fotos zeigen die weilen Dreiecke
auf Fettvakuolen, die Pfeile dagegen auf aktivierte Kupffer-Zellen mit endozytiertem Malariapigment. Die
deutlich hohere Anzahl an Fettvakuolen in Abbildung B weif3t auf den Zustand einer Fettleber hin.
Charakteristische Verdnderungen sind gezeigt (n = 4).

3.1.1 Messung der Leberenzyme von Plasmodium berghei-infizierten C57Bl/6-

Maiusen

Um das Ausmal} der pathologischen Veridnderungen in der Leber deutlicher quantifizieren
zu konnen, wurden die Leberenzyme GOT und GPT im Serum der Méuse analysiert. Die
C57Bl/6-Méuse wurden mit Plasmodium berghei infiziert. Eine Gruppe erhielt sowohl
eine Plasmodium berghei-Infektion als auch eine CTLA-4-Blockade. Als Kontrollgruppe
dienten nicht infizierte Miuse, die mit anti-CTLA-4 behandelt wurden. Acht Tage nach
Infektion wurde den Méusen 1 ml Blut unter Narkose durch Herzpunktion entnommen,
zentrifugiert und das Serum der Miuse auf den Anstieg von GOT und GPT analysiert. Im
Gegensatz zu den nicht infizierten Kontrollmidusen zeigten die nur mit Plasmodium
berghei infizierten Miuse einen leichten Anstieg der Leberenzyme. Bei den infizierten
Maiusen allerdings, die zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden, waren die
Leberenzymwerte am hochsten. Generell konnte in jeder Gruppe festgestellt werden, dass
die GOT-Werte stets hoher als die GPT-Werte waren. Aufgrund der Lokalisation von GOT
(70-80 % in Mitochondrien und 20-30 % im Zytoplasma) und GPT (85 % im Zytoplasma
und 15 % in den Mitochondrien ) weist dieses auf einen mitochondrialen Schaden der

Leber hin.
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Abb. 3.2: CTLA-4 Blockade fiihrt zu einer verstéirkten Freisetzung von GOT und GPT

Die Bestimmung der spezifischen Leberenzyme GOT und GPT erfolgte durch eine Analyse der Mausseren.
Die C57Bl/6-Miuse wurden zuvor mit Plasmodium berghei infiziert oder mit anti-CTLA-4 behandelt. Eine
Gruppe erhielt sowohl eine Plasmodium berghei-Infektion als auch eine CTLA-4 Blockade. Als
Kontrollgruppe dienten nicht infizierte Méuse, die mit CTLA-4 behandelt wurden. Acht Tage nach der
Infektion wurde den Maiusen 1-2 ml Blut durch Herzpunktion entnommen, zentrifugiert und das Serum
analysiert.

Im Gegensatz zu den Kontrollmiusen zeigten die mit Plasmodium berghei-infizierten Miuse einen leichten
Anstieg der Leberenzyme. Ein drastischer Anstieg der Enzyme konnte bei der zusétzlich mit anti-CTLA-4
behandelten Gruppe gezeigt werden. (n =15)

3.1.2 Analyse des Korpergewichts Plasmodium berghei-infizierter Miuse

Zusidtzlich zu dem beobachteten Leberschaden konnte gezeigt werden, dass mit
Plasmodium berghei infizierte Miuse, die zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden,
einen deutlichen Gewichtsverlust im Laufe der Infektion aufwiesen. Dazu wurde bei zwei
Gruppen, bestehend aus jeweils fiinf Mausen, sowohl an Tag null als auch an Tag fiinf das
Gewicht bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass der Gewichtsverlust bei den Miusen,

die zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden, besonders stark war (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Eine Blockade von CTLA-4 fiihrt zu einer verstirkten Abnahme des Korpergewichts
im Verlauf der Malaria-Infektion

An Tag 0 wurden die Méuse mit Plasmodium berghei infiziert (hellgraue Balken Kontrollgruppe, ns = nicht

signifikant) oder zusétzlich mit anti-CTLA-4 behandelt (dunkelgraue Balken). Es konnte gezeigt werden,

dass an Tag 0 kaum ein Gewichtsverlust vorlag, dagegen wurde an Tag 5 in beiden Gruppen (hellgraue und

dunkelgraue Balken) ein Gewichtsverlust gemessen, welcher bei der mit anti-CTLA-4 behandelten Gruppe

besonders stark war. (n =35, p <0,05)

3.2  Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von CD4'-T-Zellen in der Leber

Plasmodium berghei-infizierter Méuse

Um die Ursache fiir die Pathologie in der Leber Plasmodium berghei-infizierter Miuse
besser verstehen zu kdonnen, wurden Leberschnitte fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
Die Histologie zeigte eine dichte Infiltration an mononukledren Zellen (Daten nicht
gezeigt). Daher wurden einzelne Leberschnitte mit verschiedenen Antikdrpern gefirbt, um
herauszufinden, ob der Leberschaden durch eine Infiltration an Lymphozyten verursacht
wird. Fiarbungen von Plasmodium berghei-infizierten Médusen und jenen, denen zusitzlich
anti-CTLA-4 appliziert wurde, zeigten eine massive Infiltration an CD4"-T-Zellen in der
Leber (Abb. 3.4).

Auch wenn unter der Infektion ebenfalls ein leichter Anstieg an CD8"-T-Zellen und B-
Zellen ermittelt werden konnte (Daten nicht gezeigt), so war dieser weitaus weniger stark
im Vergleich mit dem Anstieg an CD4"-T-Zellen in der Leber. Betrachtet man die
absoluten Zahlen von CD4"-T-Zellen in der Leber einer naiven Maus, so kann man im
Mittel 4 CD4*-T-Zellen pro Gesichtsfeld nachweisen, wihrend man bei einer mit
Plasmodium berghei infizierten Maus im Mittel 53 CD4"-T-Zellen pro Gesichtsfeld zihlt.

Bei einer infizierten Maus, die zusétzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurde, ergibt sich bei
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den absoluten Zahlen im Mittel ein Wert von 68 CD4"-T-Zellen pro Gesichtsfeld. Der
Anstieg der CD4"-T-Zellen ist somit von naiven Miusen zu mit Plasmodium berghei-
infizierten Médusen hoch und noch hoher bei Plasmodium berghei-infizierten Miusen, die

zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden.

Kontrolle anti-CTLA-4 Pl berghei anti-CTLA-4 + PL berghei

Abb.3.4: Indirekte Immunfluoreszenzfirbung von CD4*-T-Zellen in der Leber

Zur Darstellung der CD4*-T-Zellen in der Leber wurden Kryoschnitte angefirbt.

Die CD4"-T-Zellen wurden spezifisch mit einem monoklonalen Primirantikorper gegen CD4 gefirbt, gefolgt
von einem Sekundérantikorper Tritc-konjugiert anti-Ratte IgG. Stets wurde eine Negativkontrolle mit einem
Isotypantikorper mitgefiihrt. Die Aufnahme erfolgte bei 20facher VergroBerung. Gezeigt ist ein Experiment
von dreien mit jeweils typischen Ergebnissen.

3.2.1 Analyse von a:B- und y:6-T-Zellen in der Leber

Bereits in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass die zerebrale Malaria durch
Plasmodium berghei ANKA im Mausmodell eine Lymphozyten-vermittelte Erkrankung
darstellt, wobei CD4*-T-Zellen und CD8'-T-Zellen die entscheidende Rolle spielen
(Hermsen C. er al. 1997). Des Weiteren wurde gezeigt, dass Miuse, die mit Plasmodium
berghei ANKA infiziert und zusitzlich mit IL-2 behandelt wurden, eine starke
Akkumulation an y:6-T-Zellen im Maushirn aufweisen. Diese Miuse zeigen bereits an Tag
6-8 nach Infektion zerebrale Symptome. Nach Behandlung mit einem monoklonalen
Antikorper gegen den y:6-T-Zellrezeptor zeigten diese Méuse an Tag 6—8 keine zerebralen
Symptome, diese traten maximal an Tag 18 nach Infektion auf (Haque ef al. 2001). Durch
diese Studien konnte gezeigt werden, dass Y:6 T-Zellen eine Rolle bei der Pathogenese der
zerebralen Malaria spielen.

Aufgrund dieser Studien sollte nun untersucht werden, ob sich y:6-T-Zellen nach einer
Plasmodium berghei-Infektion auch in der Leber nachweisen lassen.

Die Analyse der T-Zellen in der Leber zeigte, dass hauptsidchlich a:3-T-Zellen in die Leber
eingewandert sind. Zwar findet man auch eine steigende Anzahl an y:6-T-Zellen in der
Leber unter der Infektion, der absolute Zahlenwert ist aber deutlich geringer verglichen mit

der Anzahl an o:-T-Zellen (Abb. 3.5).
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Ahnlich wie in Abb. 3.4 gezeigt, findet man die stirkste Infiltration an T-Zellen bei den
Mausen, die zusitzlich zu der Plasmodium berghei-Infektion noch mit anti-CTLA-4

behandelt wurden.

Kontrolle anti-CTLA-4 P. berghei anti-CTLA-4
+
P. berghei

Y0

Abb. 3.5: Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis von oi:p- und y:6-T-Zellen im Lebergewebe
Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von o:f- und y:0-T-Zellen erfolgte an Leberschnitten von
C57B1/6-Mausen, die mit anti-CTLA-4 behandelt oder mit Plasmodium berghei infiziert worden waren. Eine
Gruppe erhielt sowohl eine Plasmodium berghei-Infektion als auch eine CTLA-4-Blockade. Als
Negativkontrolle wurden Leberschnitte von naiven Miusen verwendet. Die Priparate wurden acht Tage nach
der Infektion gewonnen, fixiert und die Zellen mit anti-o::f TCR-hamster anti-mouse als Primédrantikorper
und mit dem Tritc-konjugierten Sekundérantikorper anti-Ratte IgG gefirbt. Die Farbung der v:6-T-Zellen
erfolgte mit dem Fitc-konjugierten Antikdrper gegen den y:6 TCR. Stets wurde eine Negativkontrolle mit
einem Isotypantikorper mitgefiihrt. Die Aufnahmen erfolgten bei 20facher Vergroerung.

3.2.2 Nachweis der CTLA-4-Expression auf CD4*-T-Zellen in der Leber

Da es Befunde gibt, die zeigen, dass unter einer Plasmodium berghei-Infektion auf CD4"-
T-Zellen in der Milz CTLA-4 exprimiert wird (Jacobs et al. 2002), sollte nachgewiesen
werden, ob auch die CD4"-T-Zellen, die das Leberparenchym wihrend der Infektion
infiltrieren, ebenfalls CTLA-4 exprimieren. Zur quantitativen Bestimmung der CTLA-4-
exprimierenden Zellen wurde die Methode der Immunfluoreszenzfirbung verwendet. Bei
dieser wurde der fiir CTLA-4 spezifische monoklonale Antikoérper 4F10 als unmarkierter
Primérantikdrper verwendet, der zunédchst durch einen biotinylierten Antikorper markiert
wurde und in einem dritten Schritt durch Streptavidin-TRITC detektiert wurde. Durch
diesen Verstirkungsmechanismus konnte eine sensitive Darstellung der oft nur in geringen

Mengen vorkommenden CTLA-4-Molekiile ermdglicht werden. Die Fiarbung von CD4
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erfolgte zeitgleich, wobei als Primdrantikorper anti-CD4 (L3T4, Ratte IgG) und als ein
Fluoreszenz-markierter Sekundarantikdrper anti-Ratte IgG verwendet wurde.

Die Sperzifitit fiir die Antikorper sowie fiir die gesamte Fiarbung wurde durch das
Mitfiihren von Positiv- und Negativkontrollen iiberpriift. Die Negativkontrolle erfolgte
ohne Primirantikorper, wodurch unspezifische Fiarbungen ausgeschlossen werden konnten.

Die Auswertung erfolgte durch Auszihlen der Zellen am Fluoreszenzmikroskop (2.2.4.1).

Wie in Abb. 3.6 ersichtlich, konnte mit Hilfe der immunhistologischen Doppelfdarbung eine
Co-Lokalisation von CTLA-4 und CD4 auf T-Zellen in der Leber nachgewiesen werden.
Vergleicht man die absoluten Zahlenwerte der CTLA-4-positiven T-Zellen in Milz und
Leber, so findet man in der Leber etwalO % doppelt positive Zellen. Eine dhnliche Anzahl
an Zellen wurde auch in der Milz detektiert (Niknafs, S. 2004).

Da gezeigt werden konnte, dass bei der zerebralen Malaria im Mausmodell y:6-T-Zellen
im Hirn verstdrkt akkumulieren (Haque et al. 2001), sollte geklidrt werden, ob die geringe
Anzahl an v:6-T-Zellen in der Leber ebenfalls CTLA-4 exprimieren. Anhand
verschiedener Firbungen in Leber- und Milzgewebe konnten allerdings keine Y:6-T-

Zellen, die CTLA-4 exprimieren, gefunden werden (Daten nicht gezeigt).
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CTLA-4 Overlay

Deconvolution
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Abb.3.6: Nachweis von CTLA-4/CD4*- doppelt positiven Zellen in der Leber

Mit Hilfe der indirekten immunhistologischen Doppelfidrbung konnte eine Co-Lokalisation von CTLA-4 und
CD4 nachgewiesen werden. Die Farbung erfolgte in drei Schritten, wobei als Primérantikdrper der
monoklonale Antikorper 4F10 sowie ein Antikorper gegen CD4 (L3T4, Ratte IgG ) eingesetzt wurden. Als
Fluoreszenz-markierter Sekundérantikorper wurde fiir die CD4-Farbung der FITC-konjugierte anti Ratte IgG
verwendet, und als Verstirkungsmechanismus fiir die CTLA-4-Féarbung wurde der biotinylierte anti-Hamster
IgG auf die Priparate gegeben. Im letzten Farbeschritt wurde Streptavidin-TRITC eingesetzt. Der ,,Overlay*
zeigt die CD4- und CTLA-4 Firbung iibereinander gelagert. Mit Hilfe der digitalen Fluoreszenzmikroskopie
lieB sich die Co-Lokalisation von CD4 und CTLA-4 nachweisen (2.2.4.1).
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3.3  Einfluss der Zytokine auf die Pathologie in der Leber

Um genauer zu analysieren, ob CTLA-4 nicht nur Einfluss auf die Anzahl der CD4"-T-
Zellen in der Leber hat, sondern auch deren Zytokinproduktion reguliert, wurden
verschiedene Zytokin-defiziente Miuse (IFN-y”, IL-127, IL-18") mit Plasmodium
berghei infiziert oder mit anti-CTLA-4 behandelt. Als Positivkontrolle wurde eine Wild-
Typ-Gruppe, die mit Plasmodium berghei infiziert war und zuséitzlich mit anti-CTLA-4
behandelt wurde, eingesetzt, des Weiteren verwendeten wir eine Wild-Typ-Gruppe, die nur
eine Infektion mit Plasmodium berghei aufwies. Nach einer Infektionsdauer von acht
Tagen wurde diesen Médusen 1 ml Blut unter Narkose mittels Herzpunktion entnommen,
zentrifugiert und das Serum der Miuse analysiert. In Abb. 3.7 konnte gezeigt werden, dass
IFN-y"-Miuse, sowie IL-12"-Miuse die schwichste Aktivitit an GOT und GPT
aufwiesen, dagegen zeigten die IL-18"-M:use leicht erhohte Enzymwerte, diese waren
allerdings dennoch niedriger, verglichen mit den infizierten Wild-Typ-Méiusen. Die
Ergebnisse der Transaminasenbestimmung aus dem Serum korrelieren mit dem klinischen
Bild der Méuse. So machten die IFN—Y/ "-Miuse und die IL-12"-Muse acht Tage nach der
Infektion noch einen normalen Eindruck, wihrend die IL-18"-M:use und insbesondere die
Wild-Typ-Miuse krank erschienen. Daraus folgt das nicht die T-Zellen sondern ihre Tyl

Zytokine die Pathologie verursachen.
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Abb. 3.7: GOT/GPT-Messung aus dem Serum verschiedener Zytokin-defizienter Mause

Acht Tage nach der Infektion wurde das Serum verschiedener infizierter Zytokin-defizienter Mause (IFN-Y/ ,
IL127, IL-187) sowie infizierter Wild-Typ-Miuse ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass das Serum
sowohl bei den IFN-y"-Miusen als auch bei den IL-12"-Mzusen, die geringste Enzymaktivitit aufwies. Die
IL18” Miuse zeigten leicht erhhte Enzymwerte, diese waren dennoch deutlich niedriger, verglichen mit der
Enzymaktivitdt der Wild-Typ-Méuse. Die GOT-Aktivitidt war, wie in Ergebnis 3.1.1 beschrieben, stets hther
als die GPT-Aktivitit.
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3.3.1 Nachweis von CD4"-T-Zellen im Lebergewebe verschiedener Zytokin-
defizienter Miuse

In dem vorherigen Experiment wurde die Pathologie der Leber anhand der spezifischen
Leberenzymwerte analysiert. Um diese Befunde zu unterstiitzen, wurde untersucht, ob eine
Korrelation der Leberenzymwerte und der Histologie besteht. Zu diesem Zweck wurden
Zytokin-defiziente Méiuse (IFN—Y/', IL-127, IL-187) sowie infizierte Wild-Typ-Méuse
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Da wir, wie unter 3.2 beschrieben, zu dem Ergebnis
gekommen sind, dass mit Plasmodium berghei-infizierte Mause, die zusitzlich mit anti-
CTLA-4 behandelt wurden, eine besonders hohe Infiltration an CD4"-T-Zellen und eine
Verstirkung der Pathologie im Lebergewebe aufweisen, fiarbten wir bei diesen
Leberschnitten erneut mit anti-CD4 als Primérantikdrper und mit anti-Ratte IgG, Tritc-
konjugiert als fluoreszenzmarkierter Sekundérantikdrper. Auch bei dieser Farbung konnte
gezeigt werden, dass im Vergleich zu den Maéusen, die nur mit Plasmodium berghei
infiziert wurden (WT P.b.), eine noch stirkere Infiltration an CD4*-T-Zellen bei den
Miusen zu detektieren war, die zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden (WT P.b.+
anti-CTLA-4). Dagegen zeigen die IFN—y'/'—M'aiuse sowie die IL-127-Miuse kaum eine
Infiltration an CD4"-T-Zellen, was stark mit der Verhaltensweise der Miuse an Tag acht
nach Infektion sowie mit der Aktivitdt der Leberenzyme (3.3) korrelliert. Bei den IL-187"-
Mausen ldsst sich im Vergleich zu den anderen Zytokin-defizienten Miusen eine etwas

stirkere Infiltration an CD4"-T-Zellen in das Leberparenchym nachweisen (Abb. 3.8).

anti-CTLA-4

WT P berghei WT P berghei IFN-y~' L1277 IL-187/~

Abb. 3.8: Nachweis von CD4" im Lebergewebe verschiedener Zytokin-defizienter Miuse

Zur Darstellung der CD4*-T-Zellen in der Leber verwendeten wir erneut Kryoschnitte.

Die CD4"-T-Zellen wurden spezifisch mit einem monoklonalen Primirantikrper gegen CD4 gefiirbt, gefolgt
von einem Sekundirantikdrper TRITC-konjugiert anti-Ratte IgG. Stets wurde eine Negativkontrolle ohne
Primarantikorper mitgefiihrt. Die Aufnahme erfolgte bei 20facher VergroBerung.
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3.4  Isolation von Lymphozyten aus der Leber wihrend einer Plasmodium berghei-

Infektion und CTLA-4-Blockade

Anhand der bereits beschriebenen Ergebnisse zur Pathologie der Leber bei Zytokin-
defizienten Miusen sollten an dieser Stelle die Stimulierbarkeit der Lymphozyten aus der
Leber von infizierten Miusen sowie ein moglicher Einfluss einer CTLA-4-Blockade auf
die Proliferation und Zytokinproduktion untersucht werden. Dazu wurde zuerst die T-
Lymphozyten-Isolation aus der Leber etabliert. Die Leber wurde an Tag acht sowohl von
Mausen, die mit Plasmodium berghei infiziert waren, als auch von Miusen, die zusitzlich
mit anti-CTLA-4 behandelt wurden, iiber die Vena cava mit Hilfe einer Spritze mit PBS
durchgespiilt. AnschlieBend wurden die Lymphozyten, wie unter 2.2.2.3 beschrieben,
isoliert und standen somit fiir weitere Versuche zur Verfiigung.

Die Proliferation der Lymphozyten aus der Leber wurde anhand des Einbaus von 3H-
Thymidin in die zellulire DNA sich teilender Zellen gemessen. Interessanterweise
proliferieren weder Lymphozyten aus der Leber von infizierten Miusen ohne CTLA-4-
Blockade, noch proliferieren solche von infizierten Maiusen, die mit anti-CTLA-4

behandelt wurden, unter der Stimulation von anti-CD3 (Daten nicht gezeigt).

3.4.1 Nachweis der Zytokinproduktion von Lymphozyten aus der Leber unter
Plasmodium berghei-Infektion und CTLA-4-Blockade

Um zu untersuchen, ob eine CTLA-4-Expression die Art der Immunantwort beeinflusst,
wurden an Tag acht nach Infektion mit Hilfe eines ELISA in den Kulturiiberstinden 24
Stunden nach der Stimulation die fiir eine Tyl-Antwort typischen Zytokine, wie der T-
Zell-Wachstumsfaktor IL-2 und das Effektorzytokin IFN-y, gemessen. Des Weiteren
bestimmten wir dabei die Auswirkung der CTLA-4-Blockade auf die Zytokinsekretion.

In diesem Experiment wurden die Uberstinde einer Kontrollmaus sowie von zwei Miusen,
die mit Plasmodium berghei infiziert waren, zwei Méusen, die nur eine CTLA-4-Blockade
erhielten, und einer Maus, die sowohl mit Plasmodium berghei infiziert war als auch mit
anti-CTLA-4 behandelt wurde, untersucht. Zur Stimulation verwendeten wir anti-CD3,
infizierte Erythrozyten sowie nicht infizierte Erythrozyten. Als Negativkontrolle wurde
Medium verwendet. 24 Stunden spiter wurden die Uberstinde auf das Vorhandensein von

IL-2 und IFN-7y hin untersucht (2.2.6).



3. Ergebnisse 50

In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse dieses Experimentes dargestellt, wobei nur die
Konzentration an IFN-y gemessen werden konnte. Der T-Zellwachstumsfaktor IL-2 lief3
sich aus den Uberstinden in diesem Experiment mit Hilfe des ELISA nicht nachweisen.
Bei den Lymphozyten aus der Leber, die mit Plasmodium berghei infiziert waren und
zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden, konnte die hochste IFN-y-Sekretion nach
einer Stimulation mit anti-CD3 in den Uberstinden nachgewiesen werden.
Vergleichsweise war die IFN-y-Sekretion bei Miusen, die nur mit Plasmodium berghei
infiziert waren oder nur eine CTLA-4-Blockade erhielten, deutlich geringer. Um zu
iberpriifen, ob man die Lymphozyten auch mit Plasmodium berghei-Antigen stimulieren
kann, verwendeten wir in diesem Experiment auch infizierte Erythrozyten und als
Negativkontrolle entsprechend nicht infizierte Erythrozyten. Wie aus Abbildung 3.9

ersichtlich, sind diese Werte nicht signifikant.
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Abb. 3.9: Konzentration von IFN-y aus Lymphozyten der Mausleber, acht Tage nach

Plasmodium berghei-Infektion und CTLA-4-Blockade

2x 10° Lymphozyten wurden mit anti-CD3, infizierten Erythrozyten sowie nicht infizierten Erythrozyten
stimuliert. Dabei verwendeten wir Lymphozyten aus der Leber Plasmodium berghei-infizierter Méuse
(dunkelgraue Balken) sowie Lymphozyten aus der Leber von Miusen, die zusatzlich mit CTLA-4 blockiert
wurden (schwarze Balken) oder die nur anti-CTLA-4 erhielten (hellgraue Balken). Als Negativkontrolle
wurden nicht infizierte Miuse bzw. Medium eingesetzt. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand der
Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IFN-y mit Hilfe des ELISA bestimmt.

3.4.2 Nachweis der IFN-y-Produktion von Lymphozyten aus Leber und Milz unter
Plasmodium berghei-Infektion und CTLA-4-Blockade

Da T-Zellen aus der Milz an Tag fiinf nach Plasmodium berghei-Infektion recht hohe

Proliferationsraten aufweisen (Jacobs ef al. 2002), verglichen wir die IFN-y-Produktion an
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Tag fiinf nach Infektion aus den Uberstinden von Milz- und Leber T-Zellen. Wie im
vorherigen Experiment wurden die Uberstinde pro Versuch von Miusen, die nur mit
Plasmodium berghei infiziert waren, oder von Miusen, die nur eine CTLA-4-Blockade
erhielten, untersucht. Eine Gruppe wurde sowohl mit Plasmodium berghei infiziert als
auch mit anti-CTLA-4 behandelt. Als Negativkontrolle wurden nicht infizierte Miuse
eingesetzt. Zur Stimulation verwendeten wir in diesem Experiment anti-CD3, als
Negativkontrolle wurde Medium eingesetzt. Nach 24 Stunden wurden die Uberstinde auf

das Vorhandensein von IFN-y hin untersucht.

Wie in Abbildung 3.10A und B dargestellt, lie sich die hochste IFN-y-Produktion nach
anti-CD3-Stimulation aus den Lymphozyten detektieren, die mit Plasmodium berghei
infiziert waren und zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden. Dass diese Zellen auch
unter der Behandlung mit Medium eine leichte Produktion an IFN-y zeigen, lasst sich unter
anderem durch eine starke Voraktivierung erkldren. Generell zeigen die Lymphozyten aus
der Leber eine vierfach hohere Produktion an IFN-y im Vergleich zu den Lymphozyten aus
der Milz. Betrachtet man die IFN-y Sekretion aus den Uberstinden der Lymphozyten aus
der Leber an Tag acht (3.4.1) und an Tag fiinf, so wird ersichtlich, dass die Sekretion an
Tag fiinf deutlich hoher ist. Dies ldsst sich dadurch erkldren, dass unter der Malaria-
Infektion eine Immunsuppression durch CTLA-4 in der Leber erfolgt, die an Tag acht der
Infektion deutlich stirker fortgeschritten ist als an Tag fiinf der Infektion. Diese

Immunsupression kann in der Frithphase durch Blockade von CTLA-4 verhindert werden.
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Abb. 3.10: Konzentration von IFN-y aus Lymphozyten der Leber und Milz, fiinf Tage nach

Infektion mit Plasmodium berghei und CTLA-4 Blockade

Abb. A=Leber zeigt die Sekretion von IFN-y nach Stimulation mit anti-CD3(+) aus Uberstinden von
Lymphozyten aus der Leber, die entweder nur mit Plasmodium berghei infiziert wurden oder zusétzlich mit
CTLA-4 blockiert wurden (dunkelgraue und schwarze Balken). Eine weitere Gruppe erhielt nur eine CTLA-4
Blockade (hellgraue Balken) oder blieb unbehandelt (Kontrolle, weif3). Abb. B=Milz zeigt die Sekretion von
IFN-y nach Stimulation mit anti-CD3 aus Uberstinden von Lymphozyten aus der Milz (Einteilung wie bei
Abb. A). Als Negativkontrolle wurde Medium verwendet (-). Es wurden 2 x 10° Lymphozyten aus der Leber
und 2x 10° Lymphozyten aus der Milz stimuliert. Die Zytokinbestimmung wurde in Triplikaten
durchgefiihrt, pro Gruppe wurden jeweils zwei Miuse analysiert. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand der
Zellkulturen abgenommen und die Konzentration von IFN-y mit Hilfe des ELISA bestimmt.

Zusammenfassend kann somit festgestellt werden, dass Lymphozyten aus der Milz von
C57Bl/6-Méusen, die mit Plasmodium berghei infiziert und zusitzlich mit anti-CTLA-4
behandelt wurden, an Tag fiinf hohe Proliferationsraten aufweisen, dagegen zeigen
Lymphozyten aus der Leber von C57Bl/6-Miusen unter denselben Bedingungen eine

erhohte Produktion an IFN-y bei anti-CD3-Stimulation.
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4 Diskussion

Die Malaria ist nach wie vor eine der héaufigsten zum Tode fithrenden
Infektionskrankheiten der Menschheit. Aufgrund zunehmender Ausbildung von
Resistenzen gegen bisher gut wirksame Medikamente ist langfristig die Entwicklung neuer
Strategien zur Behandlung der Erkrankung erforderlich. Grundlage fiir neue Strategien bei
der Malariabekdmpfung ist das genaue Verstindnis der Pathologie. Eine entscheidende
Rolle bei der Pathologie kommt den T-Zellen zu. Anhand eines Mausmodells sollte die
Funktion der CTLA-4-Expression auf CD4-Zellen wéhrend des Blutstadiums einer
Malaria-Infektion, insbesondere hinsichtlich der Pathologie in der Leber, analysiert
werden. Dabei sollte untersucht werden, ob CTLA-4 die Funktion von T-Zellen
organspezifisch modulieren kann. Des Weiteren sollte die Produktion der Zytokine (IFN-y,
IL-12, IL-18) aus Lymphozyten und deren Einfluss auf die Pathologie in der Leber
ermittelt werden.

Zu diesem Zweck erfolgte bei C57BL/6-Médusen eine experimentelle Infektion mit

Plasmodium berghei-ANKA.

4.1 Eine CTLA-4 Blockade verstirkt die Leberpathologie wihrend einer

Plasmodium berghei-Infektion

Wie bereits in der Arbeit von (Jacobs er al. 2002) nachgewiesen wurde, findet man
wihrend der Blutphase der Malaria in Leber und Milz eine starke Akkumulation von
infizierten Erythrozyten, die sich durch eine charakteristische Anreicherung des
Malariapigments in den betroffenen Organen auszeichnet. Um zu untersuchen ob die
Akkumulation an infizierten Erythrozyten in der Leber einen Gewebsschaden auslost oder
ob dieser durch die Folge der Aktivierung des Immunsystems hervorgerufen wird,
untersuchten wir Leberschnitte von Plasmodium berghei-infizierten C57B1/6-Miusen nach
HE-Firbung. Anhand der Histologie kamen wir zu dem Ergebnis, dass der Gewebsschaden
verstiarkt durch die Aktivierung der T-Zellen hervorgerufen wird, da die Miuse die
zusitzlich zu der Plasmodium berghei-Infektion noch mit anti-CTLA-4 behandelt wurden,
ausgeprigte histologisch sichtbare Verdnderungen des Lebergewebes aufwiesen. Dies

duferte sich anhand der hohen Anzahl an aktivierten Kupffer'schen Sternzellen,
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erweiterten Sinusoiden und zahlreichen Fettvakuolen, was letzlich auf den Zustand einer
Fettleber hinwies.

Um das AusmalB der Leberpathologie deutlicher quantifizieren zu kdnnen, wurden die
Leberenzyme GOT und GPT im Serum der Méiuse analysiert. Im Gegensatz zu den
Kontrollmiusen zeigten die mit Plasmodium berghei-infizierten Miuse einen leichten
Anstieg der Leberenzyme. Ein drastischer Anstieg der Enzyme konnte bei der zusétzlich
mit anti-CTLA-4 behandelten Gruppe gezeigt werden. Da die GOT-Werte bei diesem
Experiment stets hoher als die GPT-Werte waren, konnte folglich auf einen
mitochondrialen Schaden der Leber geschlossen werden.

Zusitzlich zu dem beobachteten Leberschaden konnte gezeigt werden, dass Plasmodium
berghei-infizierte Miuse, die mit anti-CTLA-4 behandelt worden waren, einen deutlichen
Gewichtsverlust im Laufe der Infektion aufwiesen.

Diese Untersuchungen stimmen mit den Ergebnissen von (Adachi et al. 2001) iiberein, wo
gezeigt werden konnte, dass sich wihrend der Erythrozytenphase einer Malaria-Infektion
eine Leberschidigung entwickeln kann, obwohl die Merozoiten (die Pathogene der
erythrozytidren Phase) nicht direkt die Zellen der Leber infizieren. Phagozyten der Leber
und der Milz sind eingebunden in die Aufnahme infizierter Erythrozyten und freier
Merozoiten, welche nach Aufbruch der Erythrozyten frei werden (Singh et al. 2002).
Ferner konnte gezeigt werden, dass die Anzahl an Immunzellen, T-Lymphozyten,
Monozyten und Makrophagen im Laufe der Plasmodium berghei-Infektion stark ansteigt,
wihrend sich die Anzahl der Immunzellen in der Milz gleichzeitig verringert. Die
stationdren Makrophagen, die sogenannten Kupffer'schen Sternzellen der Lebersinusoide,
nehmen eine hohe Dosis des parasitiren Antigens auf (Dockrell et al. 1980; Nobes et al.
2002). Dass der Leberschaden aber nicht allein durch die Plasmodium berghei-Infektion
hervorgerufen wird, zeigten unsere Ergebnisse nach zusitzlicher Gabe von anti-CTLA-4.
Sowohl in der Histologie, der Bestimmung der Leberenzyme und bei der Untersuchung des
Korpergewichts konnte beobachtet werden, dass die Erkrankung nach Gabe von anti-
CTLA-4 deutlich stirker fortgeschritten war. Dies ist erneut ein Hinweis dafiir, dass eine
Uberreaktion des Immunsystems entscheidenden Einfluss auf die Pathologie hat. Fiir
CTLA-4, mit negativ regulierenden Eigenschaften, ist seit lingerem bekannt, dass es zur
Terminierung der T-Zellantwort beitragen kann. Uber welche Mechanismen die T-Zell-
Proliferation dabei genau beendet wird, ist noch nicht abschlieBend geklirt.
Wahrscheinlich erfolgt die Beendigung vorwiegend iiber eine Inhibition der IL-2-

Sekretion, die abhingig vom Aktivierungszustand der Zelle zu einer Blockade des
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Zellzykluses oder zum programmierten Zelltod fithren kann (Scheipers et al. 1998, van
Parijs et al. 1998). Somit stellt CTLLA-4 einen Gegenspieler zu CD28, einem positiv co-
stimulierendem Molekill, dar wund spielt eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz. Ebenfalls unterstiitzt wird dies durch Arbeiten
an CTLA-4-Knock-out Méausen. Ein direkter Nachweis der CTLA-4-Funktion konnte fiir
CTLA-4-defiziente Maiuse erbracht werden, indem diese eine letal verlaufende
Lymphoproliferation entwickelten (Waterhouse et al. 1995). Des Weiteren konnte in der
Arbeit von (Sugita et al. 2003) gezeigt werden, dass Irispigmentepithel des Auges CD86
(B7-2) exprimiert und iiber die Bindung an CTLA-4 eine T-Zellsupression bewirkt. Diese
T-Zellsuppression konnte folglich nicht in CTLA-4 Knock-out M#usen nachgewiesen

werden.

4.2 Welche Zellen des Immunsystems lassen sich bei einer Plasmodium berghei-

Infektion in der Leber detektieren?

Um die Ursache fiir die Pathologie in der Leber und die Funktion von CTLA-4 im Verlauf
einer Plasmodium berghei-Infektion besser verstehen zu konnen, wurden Leberschnitte
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Die Histologie zeigte eine dichte Infiltration an
mononukledren Zellen (Daten nicht gezeigt). Daher wurden einzelne Leberschnitte mit
verschiedenen Antikorpern gefdrbt, um herauszufinden, ob der Leberschaden durch eine
Infiltration an Lymphozyten verursacht wird. Férbungen von Plasmodium berghei-
infizierten Miusen und jenen, denen zusitzlich anti-CTLA-4 appliziert wurde, zeigten eine
massive Infiltration an CD4*-T-Zellen in der Leber. In der Arbeit von (Hearn et al. 2000)
konnte gezeigt werden, dass die Plasmodium berghei-Infektion als schwere letale
Komplikation eine zerebrale Manifestation zeigt, die eine groBe Ahnlichkeit zur humanen
zerebralen Malaria aufweist. Dabei sollen aktivierte CD4-positive Zellen an der
Vermittlung der Pathogenese beteiligt sein (Yanez et al. 1996; Hirunpetcharat et al. 1999;
Riley et al. 1999). Miuse im Plasmodium berghei-Modell, die mit anti-CD4 behandelt
wurden, entwickelten keine zerebrale Malaria (Jacobs et al. 2002). Eine groB3e Rolle bei
der Vermittlung der Pathologie wird im Rahmen einer Plasmodium berghei-Infektion auch
fiir y:6-T-Zellen diskutiert (Troye-Blomberg ef al. 1989).

Bei einer Plasmodium berghei-Malaria im zerebralen Stadium konnten 7y:3-T-Zellen in
Hirn und Milz nachgewiesen werden (Haque et al. 2001). In dieser Arbeit sollte unter

anderem untersucht werden, ob v:8-T-Zellen CTLA-4 exprimieren und ob diese im Verlauf
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einer Plasmodium berghei-Infektion in der Leber vorhanden sind. Tatsdchlich konnten
geringe Mengen an Y:8-T-Zellen wihrend der Infektion in der Leber gefunden werden, die
Anzahl jedoch war duflerst gering. Anhand verschiedener Farbungen in Leber- und
Milzgewebe konnten allerdings keine V:6-T-Zellen, die CTLA-4 exprimieren, gefunden
werden (Daten nicht gezeigt). Stattdessen wurde eine starke Akkumulation an CD4-
positiven Zellen in der Leber beobachtet.

Da es Befunde gibt, die zeigen, dass unter einer Plasmodium berghei-Infektion auf CD4"-
T-Zellen in der Milz CTLA-4 exprimiert wird (Jacobs et al. 2002), sollte in dieser Arbeit
nachgewiesen werden, ob auch die CD4"-T-Zellen, die das Leberparenchym wihrend der
Infektion infiltrieren, ebenfalls CTLA-4 exprimieren. Zur quantitativen Bestimmung der
CTLA-4-exprimierenden Zellen wurde die Methode der Immunfluoreszenzfirbung
angewandt. Aufgrund der nur sehr schwachen Expression von CTLA-4 musste ein
Farbeverfahren angewendet werden, welches zur selektiven Verstirkung von Signalen, der
durch Antikorper markierten CTLA-4-Molekiile, fiihrte. Eine ausreichende Sensitivitét
konnte durch die Verwendung von monoklonalen Primérantikérpern, einem sekundiren
biotinylierten Antikérper und fluoreszenzmarkiertem Streptavidin, im Rahmen einer
indirekten Immunfluoreszenzfirbung erreicht werden. Diese erlaubt im Gegensatz zur
Durchflusszytometrie einen sensitiveren Nachweis der CTLA-4-exprimierenden Zellen.
Zusitzlich kann eine Lokalisation des CTLA-4 innerhalb der Zelle, als Unterscheidung zu
unspezifischen Hintergrundfirbungen, nachvollzogen werden. Des Weiteren ermoglicht
die Immunfluoreszenz-Doppelfarbung die Detektion von CTLA-4 und einen gleichzeitigen
Nachweis eines anderen Oberflichenantigens. Somit konnte eine nihere Charakterisierung
der CTLA-4-exprimierenden Zellen durchgefiihrt werden. Ein Nachteil dieser Methode ist
allerdings, dass eine fluoreszenzmikroskopische Auswertung schlechter quantifiziert
werden kann. Tatsichlich wurde eine recht hohe Akkumulation an CD4"/CTLA-4" T-
Zellen in der Leber gefunden. Diese war besonders ausgeprigt im Rahmen einer
Plasmodium berghei-Infektion und der zusitzlichen Gabe von anti-CTLA-4.

Dies warf die Frage auf, wie die Immunbiologie der Leber ohne eine Infektion aussieht
und welche Rolle die Leber als ein immuntolerantes Organ einnimmt (sieche 1.3 und 1.4).
Wie schon in der Einleitung beschrieben, besteht die Leber aus parenchymatdsen Zellen
(Hepatozyten) und sogenannten ,nicht“ parenchymatosen Zellen (NPC). Die NPC
bestehen zu 40 % aus Sinusoidal-endothelial-Zellen (SEC), 20 % Kupffer-Zellen (KC) und
20 % intrahepatischen Lymphozyten (IHL). Die intrahepatischen Lymphozyten wiederum
lassen sich zu 25 % in NK-Zellen unterteilen, 65 % T-Zellen (90 % davon sind ou:f3-T-
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Zellen, 10 % 7v:6-T-Zellen), 5 % dendritische Zellen (DC), B-Zellen (<5 %) sowie sehr
wenigen Sternzellen (< 1 %). Das Verhiltnis von CD4- zu CD8-Zellen der a:-TCR-T-
Zellen betrigt 1: 3 in der Leber, im Blut betréigt das Verhéltnis 2 : 1. Die CD4-Helferzellen
werden unterteilt in Tyl- und Ty2-Untergruppen, abhingig von ihrer Produktion an
Zytokinen. Die Tyl-Helferzellen produzieren hauptsichlich IFN-y, wihrend die Ty2-
Helferzellen hauptséachlich IL-4 produzieren.

Um die Eigenschaften der T-Zellen in der Leber genauer zu analysieren, untersuchten wir

den Einfluss der Zytokine auf die Pathologie in der Leber.

4.3 Einfluss der Zytokine auf die Pathologie in der Leber

Um genauer zu analysieren, ob CTLA-4 nicht nur Einfluss auf die Anzahl der CD4"-T-
Zellen in der Leber hat, sondern auch deren Zytokinproduktion reguliert, wurden
verschiedene Zytokin-defiziente Miuse (IFN-y”, IL-127", IL-18") mit Plasmodium
berghei infiziert oder mit anti-CTLA-4 behandelt. Es konnte bereits in anderen Arbeiten
nachgewiesen werden (Rudin ef al. 1997; Riley et al. 1999), dass dem Ty1-Effektorzytokin
IFN-y eine entscheidende Rolle fiir die Vermittlung der Pathologie zukommt. So konnte
zum Beispiel fiir monoklonale Antikorper gegen IFN-y gezeigt werden, dass diese die
Ausbildung einer zerebralen Malaria verhindern konnen (Grau et al. 1998). Man vermutet,
dass IFN-y zur Pathologie beitrigt, indem es iiber eine Aktivierung der Makrophagen zu
einer vermehrten Freisetzung von TNF-o und NO fiihrt. Die Funktion von TNF-o wihrend
der Infektion scheint dabei vom Zeitpunkt der Infektion abhingig zu sein. Fiir eine
Plasmodium chabaudi-Infektion konnte eine Korrelation zwischen frithzeitigen hohen
TNF-o und der Ausbildung einer Resistenz festgestellt werden. Fiir den spéteren Verlauf
wurde eine Korrelation zwischen hohen Spiegeln und dem vermehrten Auftreten von
letalen Komplikationen nachgewiesen (Jacobs ef al. 1996). In der Arbeit von (Chizzolini et
al. 1990) konnte gezeigt werden, dass CD4"-T-Zellen von immunen Spendern in der Lage
sind stark zu proliferieren und dabei geringere Mengen an IFN-y zu bilden, als nicht
immune Spender mit der gleichen Proliferationsrate. Niedrigere Mengen an IFN-y kdnnten,
neben einer erhohten Proliferationsrate, bei klinisch Immunen méglicherweise durch eine
verstirkte Ty2-Antwort bedingt sein.

Auch in dieser Arbeit konnte bestitigt werden, dass dem Effektorzytokin INF-y eine
entscheidende Rolle fiir die Vermittlung der Pathologie zukommt. So konnte in den

Versuchen, bei denen bei Zytokin-defizienten Mausen (IFN—Y/ , IL-12'/', IL—18'/') nach



4. Diskussion 58

Plasmodium berghei-Infektion und CTLA-4 Blockade die Leberenzyme GOT und GPT
gemessen wurden, die schwichste Aktivitit der Enzyme bei IFN—V’/'—Méiusen festgestellt
werden. Daraus folgt, dass nicht die T-Zellen sondern ihre Ty1-Zytokine, vor allem IFN-y,
die Pathologie verursachen.

Dies korreliert mit unserem Ergebnis zum Nachweis von CD4"-T-Zellen im Lebergewebe
von IFN—y'/ , IL-12’/', IL-18"-Miusen. Hier konnten wir feststellen, dass mit Plasmodium
berghei-infizierte Maiuse, die zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden, eine
besonders hohe Infiltration an CD4"-T-Zellen und somit eine stirker verinderte Histologie
in der Leberbiopsie aufwiesen. Dagegen zeigten IFN—y'/'M'aiuse sowie die IL-127-Miuse
kaum eine Infiltration an CD4*-T-Zellen. Die Erkenntnis, dass IFN—y‘/‘M'&iuse und IL-127-
Maiuse nahezu resistent gegeniiber einem Leberschaden, hervorgerufen durch eine
Plasmodium berghei-Infektion, sind, obwohl eine T-Zellinfiltration auch bei diesen
sichtbar ist, stimmt mit der Arbeit von (Adachi er al. 2001) iiberein, in der gezeigt werden
konnte, dass Merozoiten das Immunsystem {iiber den Toll-like-rezeptor (TLR)-myeloid-
differentiation factor 88 (MyD88) pathway aktivieren, und diese dann IL-12 produzieren.
Dieses Zytokin scheint involviert zu sein an der Leberschiadigung von Miusen, die durch
Plasmodium berghei infiziert waren.

Zur Untermauerung der bereits beschriebenen Ergebnisse zur Pathologie der Leber bei
Zytokin-defizienten Miusen untersuchten wir im néchsten Schritt die Stimulierbarkeit der
Lymphozyten aus der Leber von infizierten M#usen sowie den Einfluf einer CTLA-4
Blockade auf die Proliferation und Zytokinproduktion. Dazu etablierten wir das Verfahren
der T-Lymphozyten-Isolation aus der Leber. Die Proliferation der Lymphozyten aus der
Leber wurde anhand des Einbaus von 3H-Thymidin in die zellulire DNA sich teilender
Zellen gemessen. Es zeigte sich, dass interessanterweise weder die Lymphozyten aus der
Leber von infizierten Midusen ohne CTLA-4-Blockade proliferieren, noch proliferieren
solche von infizierten Maiusen, die mit anti-CTLA-4 behandelt wurden, unter der
Stimulation von anti-CD3 (Daten nicht gezeigt). Im Vergleich konnte in der Arbeit von
(Jacobs et al. 2002) gezeigt werden, dass Lymphozyten aus der Milz nach Stimulation
stark proliferieren und IFN-y produzieren, insbesondere bei den Miusen, die vorher mit
Plasmodium berghei infiziert und zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden. Fiir die
erhohte Anzahl an T-Zellen in der Leber wire eine erhohte Proliferationsrate eine
mogliche Erkldrung. Unsere Versuche zeigen allerdings, dass die T-Zellen in der Leber
kaum proliferieren und das somit die erhohte Anzahl in der Leber nach einer Plasmodium

berghei-Infektion und einer zusitzlichen Gabe von anti-CTLA-4 hochstwahrscheinlich
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durch eine verstirkte Migration von T-Zellen aus lymphatischen Organen zu stande
kommt. Eine denkbare Moglichkeit dafiir wére, dass unter normalen Umstinden in der
Leber das hepatische Mikroenvironment ausreicht, um Antigene abzuwehren. Unter
starken Stimuli wie der Infektion mit Plasmodium berghei und einer zusitzlichen Blockade
von CTLA-4 zeigt sich eine schwere Pathologie in der Leber mit der Anwesenheit
zahlreicher CD4"-T-Zellen.

Um neben der Proliferation der Lymphozyten in der Leber auch die Zytokinproduktion
wihrend einer Plasmodium berghei-Infektion und CTLA-4 Blockade zu untersuchen,
wurde an Tag acht nach Infektion mit Hilfe eines Elisa's in den Kulturiiberstinden 24
Stunden nach der Stimulation die fiir eine Tyl-Antwort typischen Zytokine, wie der T-
Zell-Wachstumsfaktor IL-2 und das Effektorzytokin IFN-y, gemessen. Auch hier lag der
Fokus auf der Auswirkung der CTLA-4 Blockade auf die Zytokinsekretion. Wir wihlten
fiir diesen Versuch Tag acht der Infektion aus, da bei (Jacobs et al. 2002) gezeigt werden
konnte, dass sich ab Tag acht vereinzelt bei Miusen zerebrale Symptome nachweisen
lieBen, diese Maduse verstarben dann frithzeitig zwischen Tag acht bis neun der Infektion.
Die meisten Miuse verstarben zwischen dem 18. und 29. Tag nach der Infektion bei
Parasitimien von bis zu 60% an den Komplikationen, wie zum Beispiel einer
metabolischen Azidose und Animie. In unserem Versuch konnte erneut festgestellt
werden, dass bei den Lymphozyten aus der Leber, die mit Plasmodium berghei infiziert
waren und zusitzlich mit anti-CTLA-4 behandelt wurden, die hochste IFN-y Sekretion
nach Stimulation mit anti-CD3 in den Uberstinden nachgewiesen werden konnte. Da T-
Zellen aus der Milz an Tag fiinf nach Plasmodium berghei-Infektion recht hohe
Proliferationsraten aufweisen (Jacobs et al. 2002), verglichen wir die IFN-y-Produktion an
Tag fiinf nach Infektion aus den Uberstinden von Milz- und Leber-T-Zellen. Hier lieB sich
die hochste IFN-y-Produktion nach anti-CD3-Stimulation aus den Lymphozyten
detektieren, die mit Plasmodium berghei infiziert waren und zusitzlich mit anti-CTLA-4
behandelt wurden. Generell konnten wir zeigen, dass die Lymphozyten aus der Leber eine
vierfach hohere Produktion an IFN-y im Vergleich zu den Lymphozyten aus der Milz
aufweisen.

Eine Erklédrung fiir die geringere Produktion an IFN-y in der Milz wire die Beobachtung,
dass bei experimentellen Malaria-Infektionen die Antigenmenge eine Auswirkung auf die
Hohe der produzierten IFN-y Menge hat (Amani et al. 2000). Eine denkbare Moglichkeit
wire auch, dass an Tag fiinf nach der Infektion hauptsiichlich naive Zellen vorlagen, fiir

die nachgewiesen werden konnte, dass sie erst mehrere Zellteilungen durchlaufen miissen,
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ehe sie in der Lage sind, Effektorzytokine, wie IFN-y, zu produzieren (Bird et al. 1998). In
der Arbeit von (Jacobs et al. 2002) konnte gezeigt werden, dass Miuse an Tag neun nach
der Infektion eine hohere Parasitimie (2 - 8%) zeigten als Miuse am Tag fiinf der
Infektion. An Tag neun konnte bei T-Lymphozyten aus der Milz nach anti-CD3-
Stimulation nur noch eine geringe Proliferation, sowie eine verminderte Sekretion von IL.-2
nachgewiesen werden. Die Menge an IFN-y hatte im Vergleich zu Tag fiinf der Infektion
stark zugenommen.

Betrachtet man die IFN-y Sekretion aus den Uberstinden der Lymphozyten aus der Leber
an Tag acht (3.4.1.) und an Tag fiinf, so wird deutlich, dass die Sekretion an Tag fiinf
hoher ist. Eine mogliche Erkldarung hierfiir wire, dass unter der Malaria-Infektion eine
Immunsupression durch CTLA-4 erfolgt, welche an Tag acht weiter fortgeschritten ist als
im Vergleich zu Tag fiinf der Infektion. Diese Immunsupression kann in der Friihphase
durch Blockade von CTLA-4 verhindert werden.

Vergleichsweise konnte an Tag neun bei T-Lymphozyten aus der Milz nach anti-CD3-
Stimulation nur noch eine geringe Proliferation, sowie eine verminderte Sekretion von IL.-2
nachgewiesen werden (Jacobs et al. 2002). Die Menge an IFN-y hatte im Vergleich zu Tag
fiinf der Infektion stark zugenommen. Diese Befunde kdnnten sich dadurch erklidren, dass
fir eine Sekretion von IFN-y bereits eine T-Helferzelldifferenzierung zu Tyl-Zellen
erforderlich ist, wiahrend fiir die Auslosung einer Proliferation und IL-2 Sekretion allein,
eine T-Zellaktivierung ausreichend ist. Des Weiteren ist es auch moglich, dass Zellgruppen
wie NK- oder v:8-T-Zellen, zur IFN-y-Produktion beitragen.

Die Tatsache, dass die IFN-y-Produktion an Tag acht nach Infektion in der Leber
riickldufig ist, ldsst sich unter anderem dadurch erkldren, dass wie oben beschrieben
CTLA-4 bereits eine Immunsuppression in der Leber hervorruft, kann aber auch dadurch
begriindet werden, dass andere Zellen wie zum Beispiel die Leber-sinusoidal-endothelial-
Zellen (LSECs) und Kupffer-Zellen (KC), fiir die Induktion peripherer Toleranz in der
Leber verantwortlich sind (Limmer et al. 2000). Welche Zellen und Mechanismen noch fiir
das Phidnomen der peripheren Toleranz moglicherweise in der Leber sorgen, ist ein

Bestandteil der Diskussion unter 4.4.

4.4  Die Immunbiologie und die periphere Toleranz der Leber

Unter physiologischen Bedingungen ist die Leber nahezu frei von Entziindungszellen.

Daher wurde vielfach angenommen, dass die Antigen-pridsentierenden Zellen (APC) fiir
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die Erhaltung der hepatischen Immuntoleranz verantwortlich sind. So konnte in
verschiedenen Arbeiten (Knolle et al. 1999; Lohse et al. 1996; Limmer et al. 2000;
Hayashi et al. 1999) nachgewiesen werden, dass die ortsansédssigen Antigen-
prisentierenden Zellen (APC), die sogenannten Leber-sinusoidal-endothelial-Zellen
(LSECs) und Kupffer-Zellen (KC), fiir die Induktion peripherer Toleranz in der Leber
verantwortlich sind. Zusitzlich wurde diskutiert, dass Hepatozyten, welche den MHC-II-
Komplex hochregulieren, unter einer Hepatitis als APC wirken und somit CD4"-T-Zellen
aktivieren, welche ebenfalls periphere Toleranz induzieren (Dienes et al. 1987; Herkel et
al. 2003; Bertolino et al. 2001). In der Arbeit von (Wiegard et al. 2005) konnte
nachgewiesen werden, dass LSECs, KC und Hepatozyten CD4"-CD25"-T-Zellen (Treg)
aktivieren. Die supprimierende Figenschaft der Treg-Zellen wurde in der Anwesenheit von
LSECs, KC und Hepatozyten untersucht. Waren Treg-Zellen abwesend, konnten alle drei
genannten Zellarten die Proliferation der CD4" T-Zellen stimulieren. In Anwesenheit der
Treg-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Proliferation der CD4" T-Zellen unterdriickt
wird. Das Treg-Zellen wichtige Mediatoren der peripheren Toleranz sind, indem sie die
Aktivierung autoreaktiver CD4"- und CD8'-T-Zellen unterdriicken und somit die
Immunantwort unter einer Infektion kontrollieren, konnte in den Arbeiten von (Shevach et
al. 2001, Takahashi er al. 1998 und Suri-Payer et al. 1998) gezeigt werden. Die Funktion
von Treg, das hepatische Immunsystem zu unterdriicken, unter dem FEinfluss von
Autoantigenen oder einem Virus, konnte in den Arbeiten von (Longhi er al. 2004) und
(Cabrera et al. 2004) bestitigt werden. Daher ist es wahrscheinlich, dass die
supprimierende Aktivitit von Treg erst abgeschwicht werden muss, bevor eine
Inflammation in der Leber induziert werden kann. Neben LSECs, KC und Hepatozyten
kann Treg von dendritischen Zellen aus der Milz aktiviert werden, sobald gefihrliche
Stimuli wie LPS oder CpG-ODN anwesend sind. Dieser Mechanismus ist folglich eine
Variante, wie die Wechselwirkung zwischen einer Entziindungsreaktion in der Leber und
dem Phidnomen der hepatischen Toleranz reguliert werden kann.

In Summe konnten weitere Mechanismen beschrieben werden, welche die Leber vor einem
durch das Immunsystem hervorgerufenen Schaden schiitzen. Insbesondere wihrend der
Leberphase einer Malaria-Infektion scheint die schiitzende Immunitit auf die speziellen
Eigenschaften der Leber zuriickzufithren zu sein (Krzych et al. 2000). Das Verweilen
einzelner Pathogene in der Leber lésst sich durch den supprimierenden Effekt der T-Zellen
erkldren. Daher wird die Leber auch als ,.graveyard of activated T-cells* beschrieben

(Crispe et al. 2000). Tatsédchlich zeigen verschiedene neue Studien, dass aktivierte T-
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Zellen durch leberspezifische Mechanismen unterdriickt werden. Dies schlieit die
immunsuppressiven Eigenschaften der Zytokine wie IL-10 und TGF- (Knolle et al. 2001)
ein. Zusitzlich sind die Hepatozyten in der Lage, Antigene den T-Zellen zu préisentieren
und dadurch Toleranz zu induzieren (Limmer et al. 2000). In der Arbeit von (Streetz et al.
2003) konnte gezeigt werden, dass der IL-6-signalisierende Pathway die Hepatozyten vor
einem Leberschaden schiitzt. Dieser Schutz scheint durch die IL-6-abhingige Expression
des Akut-Phase-Proteins (Serum Amyloid A) und dem Chemokine KC bedingt zu sein.
Senello et al. (2005) konnte nachweisen, dass Adiponectin zellprotektive Eigenschaften
besitzt, indem es die Sensitivitit der hepatotoxischen Zytokine herabsetzt.

In Summe zeigen diese verschiedenen Regulationsmechanismen, wie wichtig die
Protektion der Leber durch das Immunsystem ist. Auf der anderen Seite kann der
Leberschaden eben gerade durch eine Uberreaktion des Immunsystems wihrend
verschiedener Infektionen hervorgerufen werden. In dieser Arbeit konnte analog zu der
Arbeit von (Crispe et al. 2003) gezeigt werden, dass die Toleranz in der Leber auch von
co-stimulierenden Molekiilen der B7-Familie z. B. CTLA-4-induziert werden kann.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, konnten wir auch in dieser Arbeit nachweisen, dass unter
dem Einfluss von CTLA-4 die T-Zellen auch wihrend einer Malaria-Infektion supprimiert
werden. Daher ist die Anzahl an T-Zellen besonders hoch, wenn eine Malaria-Infektion
vorliegt und zusitzlich Antikorper gegen CTLA-4 gegeben werden. Es ist festzuhalten,
dass eine Blockade von CTLA-4 zu einer verstirkten Leberpathologie iiber das Stadium
der Fettleber bis hin zum Stadium einer Hepatitis, kombiniert mit einer hohen Infiltration
an IFN-y-produzierenden Zellen fiihrt. Die Daten zeigen, dass CTLA-4 wihrend einer
Plasmodium berghei-Malaria die T-Zellfunktion in peripheren Organen wie der Leber
kontrolliert und somit einen wichtigen Mechanismus fiir die Kontrolle der
organspezifischen Pathologie unter einer T-Zellinflammation darstellt.

An dieser Stelle mochte ich noch einmal die Bedeutung der peripheren Toleranz
diskutieren. Wie oben beschrieben, konnen zahlreiche Mechanismen eine T-
Zellsuppression und damit periphere Toleranz induzieren. Bei dem Phinomen der
peripheren Toleranz handelt es sich folglich um ein Zusammenspiel der Verstindigung
verschiedener Zellgruppen untereinander. In dieser Arbeit konnte die Bedeutung von
CTLA-4 als wichtiger Induktor der peripheren Toleranz aufgezeigt werden. Verschiedene
inflammatorische Stimuli, einschlieBlich einer Uberreaktion des Immunsystems auf ein
Antigen, fiithren zu einer Leberschidigung. Es konnte gezeigt werden, dass Pathogene wie

Propionobacterium acnes und Plasmodium berghei oder Molekiile, wie zum Beispiel LPS,
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eine akute Inflammation in der Leber induzieren, welche von einer Produktion von IL-12
abhéngig ist (Sacher et al. 2002; Okamura et al. 1995; Tsutsiu et al. 1997; Tsutsui et al.
2000). Kiirzlich konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass
Glycosylphosphatidylinositol- (GPI-) Molekiile verschiedener Plasmodienarten Induktoren
einer proinflammatorischen Immunantwort sind. Folglich konnte daraus geschlossen
werden, dass neutralisierende Antikdrper gegen diese Molekiille zu einer klinischen
Immunitét fithren (Naik er al. 2000). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine
Immunisierung mit synthetischen GPI-Molekiilen die Méause vor der Ausbildung einer
zerebralen Malaria schiitzt (Schofield et al. 2002). Dies unterstiitzt die Ansicht, dass eine
Immunantwort gegen Plasmodien-Antigen sehr eng reguliert werden muss, da eine
Uberreaktion des Immunsystems auf das Antigen zu einer Verschlechterung des
Krankheitsbildes unter einer Malaria-Infektion fiithren kann (Riley ef al. 1999).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CTLA-4"- Zellen nicht nur in der Milz anwesend
sind (Jacobs et al. 2002), sondern auch in der Leber. Durch das hepatische
Mikroenvironment und den Effekt von CTLA-4 als einen negativen Regulator der T-
Zellfunktion wird unter normalen Umstinden einer Infektion nur eine verhiltnisméBig
geringe Inflammation an T-Zellen hervorgerufen und somit nur geringe morphologische
Verinderungen in dem entsprechenden Organ. Unter einer Blockade von CTLA-4
allerdings konnen ein starker Leberschaden und eine hohe Infiltration an T-Zellen
festgestellt werden. Dies spricht dafiir, dass CTLA-4 ein entscheidender Faktor dafiir ist,
periphere Toleranz zu induzieren. Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass CD4" T-Zellen
CTLA-4 exprimieren und diese die Leber infiltrieren. In der Arbeit von (Lohse et al. 1996)
konnte gezeigt werden, dass LSECs CD80/CD86 exprimieren und, dass diese Rezeptoren
auch unter nicht infektiosen Bedingungen in der Leber anwesend sind. Folglich kénnte
CTLA-4 auch diese Molekiile auf den LSECs binden. Dies stimmt mit der Arbeit von
(Minguela et al. 2000 und Sugita et al. 2003) iiberein, wo gezeigt werden konnte, dass eine
Bindung von CTLA-4 an CD80 oder CD86 zu einer T-Zellsuppression fiihrt und dies
folglich zu einer besseren Akzeptanz eines Transplantats. Dies stimmt mit unseren
Untersuchungen iiberein, dass eine CTLA-4-CD80/CD86-Interaktion an der
organspezifischen Kontrolle einer T-Zellfunktion teilnimmt, insbesondere wihrend einer
Infektion. Es wird zurzeit diskutiert, inwiefern dieser Mechanismus dazu beitragen kann,
eine verstidrkte Inflammation dahingehend zu verhindern, dass das betreffende Organ seine

physiologische Funktion beibehalten kann.
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4.5 Das Phinomen der peripheren Toleranz. Ein Ausblick in die Zukunft

Wie oben beschrieben, konnen zahlreiche Mechanismen eine T-Zellsuppression und damit
periphere Toleranz induzieren. Ein durch das Immunsystem induzierter Leberschaden ist
bis heute noch nicht vollstindig verstanden worden, aber es wurden enorme Fortschritte
gemacht. Zieht man all dies in Betracht, sollte verstirkt auch auf die Impfstoff-induzierte
Immunantwort in der Leber geschaut werden. In der Arbeit von (Tartz et al. 2006) wurde
ein rekombinantes adenylate cyclase toxoid (ACT) von Bordetella pertussis verwendet,
welches ein Epitop von Plasmodium berghei enthielt. Dies induzierte eine hohe Zahl an
CD8"-T-Zellen, welche IFN-y ausschiitteten. Folglich konnte keine protektive Immunitit
erreicht werden. Wurde dagegen anti-CTLA-4 wihrend der Immunisierung appliziert,
konnte eine komplette Protektion gegen Plasmodium berghei ANKA erreicht werden.
Gerade in Bezug auf die Entwicklung eines Impfstoffes konnte erneut gezeigt werden, wie
entscheidend die Induktion der peripheren Toleranz durch CTLA-4 ist.

Diese  Erkenntnisse  konnten dazu  beitragen, dass neue medikamentdse
Behandlungsstrategien entwickelt werden konnen, die eine Immunmodulation mit

einbeziehen.
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5 Zusammenfassung

Wihrend der Blutphase einer Malaria-Infektion entwickeln sich morphologisch
nachweisbare Veridnderungen in verschiedenen Organen. Auch im Lebergewebe lassen
sich histologisch Veridnderungen feststellen. In dieser Arbeit stand die Pathologie der
Leber wihrend der Blutphase einer Malaria-Infektion im Mittelpunkt. So konnte unter
einer Infektion tatséchlich eine hohe Infiltration an T-Zellen in der Leber beobachtet
werden. Der Leberschaden fiel dabei erstaunlicherweise nur gering aus. Histologische
Analysen wiesen auf die Anwesenheit von CTLA-4- auf CD4"- T-Zellen im
Leberparenchym hin. Um den Einfluss einer CTLA-4-Expression wihrend einer
Inflammation festzustellen, wurde den Miusen wihrend einer Plasmodium berghei-
Infektion zusitzlich ein Antikorper gegen CTLA-4 gegeben. Diese Miuse zeigten
daraufhin schwere histologische Veridnderungen in der Leber. Unter Verwendung von
Zytokin-knock-out-Médusen konnte gezeigt werden, dass die Pathologie unter anderem
abhidngig war von IL-12 und IFN-y. So konnte in den Versuchen, bei denen bei Zytokin-
defizienten Miusen (IFN—Y’", IL-127, IL-18") nach Plasmodium berghei-Infektion und
CTLA-4- Blockade die Leberenzyme GOT und GPT gemessen wurden, die schwichste
Aktivitdt der Enzyme bei IFN—y'/ -Miusen festgestellt werden. Daraus folgt, dass nicht die
T-Zellen sondern ihre Tyl Zytokine, vor allem IFN-y, die Pathologie verursachen.

Die Ergebnisse zeigen folglich, dass aktivierte T-Zellen wihrend der Blutphase einer
Malaria-Infektion eine Pathologie hervorrufen konnen, die unter anderem auch abhingig
ist von der Produktion an bestimmten Zytokinen. Der Leberschaden wiederum kann
verstirkt werden durch die zusitzliche Gabe eines Antikorpers gegen CTLA-4, was sich in
der Histologie von einem Stadium einer Fettleber bis hin zu einer Hepatitis duflert. In
Summe bestitigen diese Ergebnisse folglich die protektiven Eigenschaften von CTLA-4.
CTLA-4 ist daher ein wichtiger Faktor fiir die Induktion einer peripheren Toleranz unter
einer Infektion in verschiedenen Organen und trigt somit nahezu dazu bei, die

physiologische  Funktion der Organe unter einer Infektion zu erhalten.
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